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El infarto agudo de miocardio (Ferraro et al.) es una de las principales causas de 

muerte en la población adulta. Dado el grado de invasividad que representan los 

estudios en humanos, cuando se quieran determinar las propiedades benéficas de 

las terapias farmacológicas, los modelos experimentales en modelos animales 

representan una alternativa a la investigación clínica. 

Los tratamientos farmacológicos importantes en pacientes con enfermedad de las 

arterias coronarias incluyen una gama amplia de fármacos entre los cuales resaltan 

los β-bloqueantes. El nebivolol (Mahfoudh-Boussaid et al.) es β-bloqueante de 

última generación, con propiedades muy particulares como su efecto vasodilatador 

directo y actividad antioxidante. Existen otros fármacos potencialmente útiles 

durante la reperfusión y que podrían reducir las lesiones del IAM. La trimetazidina 

(TMZ) es un agente antiisquémico que normaliza los trastornos metabólicos en la 

isquemia.  

Entre los modelos experimentales empleados están el modelo de isquemia-

reperfusión en corazón aislado de rata. Utilizando el sistema Langendorff se 

obtuvieron los datos de actividad cardiaca a lo largo del experimento. En este 

modelo, el corazón se extrajo del animal y colocado en un sistema que permite su 

viabilidad a través de perfusión continua de una solución nutricia debidamente 

oxigenada. La isquemia se indujo al someter al órgano a un periodo de 30 minutos 

de perfusión carente de oxígeno. Mantendremos diferentes grupos, entre ellos el 

grupo control, el cual se somete a 110 minutos de perfusión retrógrada y los grupos 

tratados. Finalizado el protocolo de I/R para cada uno de los grupos de tratamiento, 

los corazones se tiñeron para realizar estudios histológicos, que permitan 

determinar la zona de isquemia y el grado de infarto. Adicionalmente se realizan 

curvas concentración respuesta (CCR) a ambos fármacos para evaluar su 

capacidad vasodilatadora y se incubaron antes de realizar las CCR frente a 

Noradrenalina (NA) y Acetilcolina (ACh) para ver su interacción. Finalmente, se 

evaluó la capacidad atracadora de radicales libres frente a 2,2-Difenil-1-

Picrilhidrazilo (DPPH), óxido nítrico (ON) y anión superóxido (Mason et al.) que 

poseían los fármacos del estudio. 

Al final de este trabajo se discuten los resultados obtenidos y se relacionan con 

diferentes mecanismos moleculares estudiados y publicados en la literatura 

científica. 
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Objetivo General 

Explorar si la combinación NEB-TMZ será más beneficiosa que la monoterapia 
en la prevención del daño cardiaco inducido por el proceso de isquemia-
reperfusión en corazón aislado de ratas.  

Objetivos específicos 

1. Valorar la cardioprotección, a través de la determinación de parámetros 
electrofisiológicos en corazón perfundido con soluciones de NEB y/o TMZ. 

2. Establecer la relación entre el tipo de tratamiento, perfusión única y 
combinada, y los cambios histológicos en el modelo experimental de 
isquemia cardiaca inducida I/R en ratas.  

3. Evaluar las acciones vasculares única y combinada de los fármacos objetos 
de estudio, sobre la función endotelial en anillos de aorta.  

4. Conocer si la combinación de NEB y TMZ potencia las acciones antioxidantes 
individuales descritas para el beta bloqueante. 
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La justificación de esta investigación en base a la importancia que posee el estudio 

de enfermedades isquémicas como una de las principales causas de muerte en 

Panamá y la intervención farmacológica como área de interés médico-científico, 

quedando enmarcada en los siguientes puntos: 

 La Contraloría General de la República, a través del Instituto Nacional de 

Estadística y Censo, en su publicación “Estadísticas Vitales, Volumen III-

Defunciones”, con información concerniente a los hechos ocurridos en la 

República en el 2018, señala que las enfermedades isquémicas del corazón 

están, en las provincias de Panamá, Colón y Darién, como segunda causa de 

muerte; y tercera causa en Chiriquí y P. Oeste. 

https://www.inec.gob.pa/archivos/P0705547520191205111401Cuadro%2012.p

df 

 Siendo las enfermedades isquémicas del corazón, una de las primeras causas 

de mortalidad en la población panameña, los estudios que avalen la eficacia de 

las terapias combinadas de fármacos de nueva generación, y presentes en el 

mercado nacional, podrían proporcionar evidencias científicas que favorezcan 

terapias más eficaces que ayuden a incrementar la supervivencia de los 

pacientes. 

 La selección de los fármacos se basa en conocimientos previos que definen la 

capacidad que posee el NO para ejercer cardioprotección en modelos animales 

de lesión I/R. Siendo el NEB un fármaco que induce la liberación de NO y la TMZ 

un compuesto que previene el estrés mitocondrial, la asociación de estos 

agentes terapéuticos podría resultar en efectos potencialmente benéficos en la 

reducción de la mortalidad asociada al IAM. 

 Aportaremos datos que podrían extrapolarse a la clínica del tratamiento del IAM. 

Los resultados podrían dar pie a una terapia combinada disminuya las 

morbilidades asociadas a las enfermedades isquémicas del corazón, lo que a su 

vez supondría un ahorro al estado, al disminuir las necesidades de los pacientes 

post infartados a los servicios de salud.  

  

https://www.inec.gob.pa/archivos/P0705547520191205111401Cuadro%2012.pdf
https://www.inec.gob.pa/archivos/P0705547520191205111401Cuadro%2012.pdf
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1. Epidemiologia del infarto 

La enfermedad isquémica cardiaca se compone de un abanico variado de 

presentaciones clínicas que abarcan desde la angina estable, el síndrome coronario 

agudo hasta la isquemia miocárdica. La enfermedad isquémica cardiaca es la 

principal causa de mortalidad y morbilidad a nivel mundial. Un gran número de esta 

carga recae en países de ingresos bajos y medios, que representan casi 7 millones 

de muertes al año (Ralapanawa & Sivakanesan, 2021). En la región de América 

Latina,  la enfermedad isquémica cardiaca se clasificó como una de las principales 

causas de mortalidad, representando el 35 % de todas las muertes (Lanas et al.). 

En general, se ha observado una tendencia a la disminución de la mortalidad por la 

enfermedad isquémica cardiaca en la mayoría de los países de América Latina, 

exceptuando a México y Panamá (Pagan et al.). En el año 2019, el Ministerio de 

Salud de la República de Panamá, publica los Indicadores Básicos de País en 

donde se documenta a las enfermedades isquémicas cardiacas como la segunda 

causa de defunciones en el país, con una tasa de mortalidad de 42.59/ 10 000 hab 

(Salud, 2019). 

2. Fisiopatología del infarto 

Las enfermedades isquémicas cardiacas se derivan a partir de la aterosclerosis 

hasta evolucionar a una oclusión de las arterias coronarias (Ross, 1999). El 

desarrollo de la placa aterogénica empieza por la elevada concentración plasmática 

de lipoproteínas de baja densidad, que son capaces de atravesar el endotelio y 

oxidarse (Ibanez et al., 2007). Las lipoproteínas de baja densidad oxidadas tienen 

capacidad quimioatrayentes de macrófagos, los cuales son capaces de fagocitar a 

éstas, convirtiéndose en células espumosas. La acumulación de células espumosas 

en la íntima de los vasos sanguíneos genera una lesión ateroesclerótica. Esta lesión 

es capaz de atraer células musculares lisas, que empiezan la proliferación y 

producción de matriz extracelular (colágenos y proteoglicanos), resultando en el 

crecimiento y desarrollo de la placa ateroesclerótica. (Malakar et al.). La lesión final 

que se forma es una lesión avanzada y complicada que consta de una cubierta 
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fibrosa con un núcleo rico en lípidos que contiene material necrótico, que puede ser 

muy trombogénico (Ross, 1999). 

Como consecuencia de la formación de la placa aterosclerótica en la arteria 

coronaria, se produce una obstrucción del flujo sanguíneo que provoca un desajuste 

entre el suministro y la demanda de oxígeno miocárdico (Cassar et al., 2009 2009) 

3. Lesión por isquemia reperfusión 

El término lesión por isquemia reperfusión (I/R) empieza a tener vigencia en 1985, 

cuando Braunwald y Kloner llamaron la atención al señalar que "la reperfusión 

miocárdica puede considerarse un arma de doble filo” (Braunwald & Kloner, 1985). 

La lesión por I/R es un acontecimiento nocivo asociado a numerosas patologías, 

siendo el infarto de miocardio (IM) una de las más importantes (Kalogeris et al.). 

Para esta lesión se han descrito dos eventos consecutivos, capaces de 

desencadenar desequilibrios metabólicos que conducen a daño y muerte celular. El 

primer de los eventos, la lesión isquémica, ocurre por la interrupción de la perfusión 

tisular y el daño generado está  determinado por la intensidad y la duración de la 

restricción del suministro de sangre  (Cadenas, 2018). En esta fase, la hipoxia 

generada por la interrupción del flujo sanguineo conduce a la disfunción de la 

cadena de transporte de electrones (CTE) en las mitocondrias, disminución de la 

producción de Adenosin trifosfato (ATP) mitocondrial, metabolismo anaeróbico y 

menor producción de agentes antioxidantes, en este orden (Meng Yu Wu et al., 

2018).  

En condiciones normales, el sustrato energético del corazón son los ácidos grasos 

libres, resultando en la fuente principal de producción de ATP en el miocardio 

(Kolwicz et al., 2013).  Durante un evento isquémico, el desacoplamiento y 

disfunción de la producción mitocondrial de ATP favorece a la utilización de la 

glucólisis anaerobia como principal fuente de obtención de ATP. Esto conlleva a un 

aumento del piruvato que se desvía a la producción y acumulación de lactato e H+, 

generando una acidosis celular (Marzilli et al., 2019) (Figura 1). En consecuencia, 

el exceso H+ activa el intercambiador Na+-H+, lo que favorece la salida de los H+ y 
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la entrada de Na+ a la célula. La disfunción de la bomba 3Na+-2K+ ATPasa, junto a 

la entrada constante de Na+, conlleva a una sobrecarga intracelular de Na+. En 

respuesta a esta sobrecarga de Na+ se genera  

 

 

Figura  1. Esquema del mecanismo de daño miocárdico inducido por I/R.  

La isquemia miocárdica aguda se caracteriza por un aumento del metabolismo 
anaeróbico. En este déficit energético, la bomba Na+/K+ ATPasa de la membrana 
celular y la Ca2+-ATPasa del retículo endoplásmico se vuelven disfuncionales. El 
fallo en la actividad de la bomba Na+/K+ ATPasa conduce a la retención de sodio 
en el interior de las células, lo que a su vez promueve la disminución de la 
actividad de las bombas intercambiadoras de sodio-hidrógeno (bombas Na+-H+). 
Este acontecimiento conduce a la acumulación de hidrógeno que disminuye el pH 
y, en consecuencia, provoca un deterioro de la actividad enzimática intracelular. 
Con la reperfusión, se restablece el oxígeno tisular, lo que favorece un aumento 
de la producción de especies reactivas del oxígeno, que se combina con el déficit 
de antioxidantes celulares para inducir una lesión por reperfusión en el tejido 
isquémico. Las especies reactivas de oxígeno (ERO) provocan respuestas 
inflamatorias locales que, en conjunto, conducen a la apoptosis debido al daño de 
las estructuras celulares 
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la activación inversa del intercambiador 2Na+-Ca2+, que resulta la acumulación 

intracelular de Ca2+ a medida que la célula intenta extruir Na+ (Hausenloy & Yellon). 

Las bombas Ca2+-ATPasa del retículo endoplásmico también se vuelven 

disfuncionales, lo que limita la recaptación de Ca2+. Cómo resultado de estos 

mecanismos se produce una acumulación de H+, Na+ y Ca2+; produciendo una 

hiperosmolaridad, lo que provoca el flujo de agua hacia el citoplasma, hinchazón y 

muerte celular (M. Y. Wu et al., 2018). 

 

En el contexto de la lesión por I/R, los cambios descritos, producto de la hipoxia, se 

potencian por la reperfusión del tejido, donde la  reoxigenación en la zona isquémica 

provoca que converjan mecanismos patológicos como el estrés oxidativo (EO) 

(Chazelas et al., 2021) disfunción mitocondrial (M. Yang et al., 2019) y respuestas 

inflamatorias deletéreas (Yan et al., 2020) (Figura 1). De los mecanismos 

señalados, el EO es uno de los más comúmenmente asociado a la lesión por I/R, 

en el que prevalece un desequilibrio entre los sistemas enzimáticos normales de 

eliminación de oxidantes, como el superóxido dismutasa (SOD), la catalasa y el 

glutatión peroxidasa (GPx), y la producción intracelular de especies reactivas del 

oxígeno (ERO) (Di Napoli et al., 2007; Raedschelders et al., 2012; Meng Yu Wu et 

al.). Durante la isquemia prolongada, los niveles de ATP y el pH intracelular 

disminuyen, por lo que una sobreproducción de ERO puede desencadenarse 

producto de acidosis y de las alteraciones iónicas que ocurren durante la hipoxia 

(Cadenas, 2018). En la fase de reperfusión, como consecuencia de un mayor aporte 

de oxígeno, también se describe un aumento de ERO (Xiang et al.). 

Por otra parte, la acumulación de Ca2+ en el citoplasma se exacerba en el momento 

de la reperfusión miocárdica debido al deterioro de la membrana plasmática del 

retículo sarcoplásmico, producto del EO. Con la normalización del pH, esta 
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acumulación es capaz de generar una activación miofibrilar que conduce a una 

generación de fuerza excesiva e incontrolada, llamado de otra forma, una 

hipercontractura en los cardiomiocitos (Hausenloy & Yellon; Piper et al.).También 

se postula que, de manera más tardía, la activación de las proteasas inducida por 

el Ca2+ provoca alteraciones en las proteínas contráctiles, una disminución de la 

sensibilidad al Ca2+ y un deterioro sostenido de la contractilidad a pesar del elevado 

Ca2+ citosólico (Buja, 2005). 

 

Las mitocondrias desempeñan un papel importante en el desarrollo de la lesión por 

I/R, principalmente asociada con la apertura prolongada de los poros de transición 

de la permeabilidad mitocondrial (mPTP)  (Di Lisa & Bernardi, 2006; Ong et al., 

2015). Cabe señalar que, en condiciones fisiológicas, cuando los mPTP se abren 

de forma controlada y transitoria, desempeñan un papel importante en la regulación 

de la señalización de las especies reactivas de oxígeno y la homeostasis del Ca2+ 

mitocondrial. Sin embargo, cuando la apertura de los mPTP es prolongada y no 

regulada, se produce una despolarización del potencial de membrana mitocondrial, 

el cese de la síntesis de ATP, la liberación masiva de citocromo C y Ca2+ 

mitocondrial, lo que conduce a la inflamación y muerte mitocondrial (Kwong & 

Molkentin). Durante la reperfusión, los niveles excesivos de ERO, Ca2+ y fósforo 

inorgánico; el agotamiento de ATP y la normalización del pH celular son factores 

que favorecen a la apertura del mPTP (Ong et al.; Zorov et al.).  

4. Tratamiento farmacológico de la isquemia miocárdica aguda 

Aunque existen estrategias para minimizar la lesión isquémica miocárdica aguda en 

pacientes que presentan un infarto agudo de miocardio con elevación del segmento 

ST (IAMCEST) o en pacientes sometidos a cirugía cardiaca, la "lesión por 

reperfusión miocárdica" y la muerte de cardiomiocitos, que paradójicamente se 

produce con la reperfusión aguda, sigue siendo un objetivo terapéutico desatendido 

en estos dos grupos de pacientes (Hausenloy & Yellon, 2016). Por tanto, las 

lesiones de la intervención son objeto de estudios pre-clínicos y nuevos abordajes 

terapéuticos se desarrollan con la finalidad de limitar el daño. En este contexto, la 
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identificación de los mecanismos moleculares relacionados al daño producido por 

la I/R, abre la posibilidad de encontrar fármacos que sean capaces de modular estos 

mecanismos, a la vez que puedan reducir la muerte de los cardiomiocitos y prevenir 

el desarrollo de la insuficiencia cardiaca (Gunata & Parlakpinar, 2021). El enfoque 

en nuestro estudio es estudiar fármacos que posean la capacidad para pre-

acondicionar el miocardio frente a la lesión por I/R. 

Del abanico de fármacos que podrían ser de interés en este campo, la selección de 

Nebivolol y Trimetazidina se basó fundamentalmente en que ambos fármacos 

emplean diferentes vías de señalización para influir sobre el estrés oxidativo y la 

acumulación intracelular de Ca2+; siendo estos mecanismos potencialmente 

responsables de la lesión inducida por I/R. 

5. Fármacos objeto de estudio y resultados experimentales 

relacionados 

5.1. Trimetazidina y resultados de sus principales propiedades 

farmacológicas descritas a través de estudios pre-clínicos 

5.1.1. Generalidades farmacológicas de la trimetazidina 

A finales de la década de los 90 se empieza a reconocer la importancia de controlar 

los procesos isquémicos cardiacos a través de la modulación del metabolismo 

celular.  El mayor desarrollo en la aplicación de la terapia metabólica se produjo con 

la aparición de trimetazidina (TMZ) y ranolazina (RNZ), ambos compuestos inhiben 

parcialmente la oxidación de los ácidos grasos del miocardio (Liu et al., 2016). El 

mecanismo de acción más reconocido para TMZ es la inhibición competitiva de la 

3-cetoacil CoA tiolasa de cadena larga (3- KAT), que es la enzima que cataliza la 

etapa terminal de la β-oxidación de los ácidos grasos, provocando que el 

metabolismo energético se desplace hacia la oxidación de la glucosa para producir 

ATP (Kantor et al., 2000) (Figura 2). Los efectos de la TMZ sobre las tasas de β-

oxidación de los ácidos grasos del miocardio descritos en modelos animales (Kantor 

et al., 2000; Lopaschuk et al., 2003) también se han observado en el corazón 

humano (Lionetti et al., 2011). 



 33 

El efecto beneficioso de la TMZ como fármaco antianginoso se estableció antes de 

que se descubriera que el fármaco actúa a través de la inhibición parcial de la 

oxidación de los ácidos grasos del miocardio. Los primeros estudios preclínicos 

demostraron que era citoprotectora en varios modelos de isquemia miocárdica y 

reperfusión (Guarini et al., 2018). Actualmente, la TMZ es un fármaco antianginoso 

de segunda línea, aunque en estudio clínicos, se ha demostrado su eficacia en 

pacientes diabéticos con síntomas de infarto, pacientes con insuficiencia cardiaca y 

en pacientes que fueron sometidos a revascularización (Marzilli et al.; McCarthy et 

al.). 
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Figura  2. Mecanismo de acción propuesto para la trimetazidina (TMZ) en el 
metabolismo y la protección miocárdica.  

La administración de TMZ induce la inhibición parcial de la β-oxidación de los 

ácidos grasos y aumenta la piruvato deshidrogenasa y determina el aumento de 

la oxidación de la glucosa, energéticamente útil en las condiciones isquémicas del 

miocardio. 

LDH = Lactato deshidrogenasa; CPT = carnitina palmitoiltransferasa; MPC = 
Proteína Mitocondrial Transportadora de Piruvato. 
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En esta línea, nos propusimos realizar una revisión de los efectos demostrados para 

la TMZ en modelos experimentales, que se desarrollaron con el ánimo de valorar el 

potencial terapéutico del fármaco sobre varias patologías, incluyendo otras 

enfermedades cardiovasculares, enfermedad renal y perfil antidiabético. Por otra 

parte, incluimos la revisión de las acciones antioxidantes descritas para TMZ, así 

como las rutas de señalización postulada para sus acciones. 

5.1.2. Propiedades antioxidantes de la trimetazidina 

El efecto protector de la TMZ sobre la injuria producida por el EO ha sido 

demostrado en ambientes experimentales diversos, siendo los procesos isquémicos 

el blanco principal de los estudios para la TMZ. Durante la isquemia cardiaca severa, 

donde predomina la oxidación de ácidos grasos, se produce un exceso de NADH, 

lo que puede romper el equilibrio redox entre nicotinamida adenina dinucleótida 

reducida (NADH) y nicotinamida adenina dinucleótida oxidada (NAD+), y 

eventualmente puede conducir a un EO. Estos mecanismos sugieren que la 

inhibición de la 3-KAT, y subsecuente reducción de la oxidación de ácidos grasos 

producida por TMZ, disminuye la relación mitocondrial NADH/NAD+ (Liu et al., 

2016), lo que en parte explica las propiedades antioxidantes descritas para el 

fármaco (Wang et al., 2021; Zheng et al., 2018). 

El exceso de succinato generado por los cambios en el metabolismo mitocondrial y 

que ocurren durante el proceso de I/R, es la principal fuente de electrones que se 

escapan de la cadena respiratoria y reaccionan con el oxígeno, dando origen a la 

formación incontrolada de ERO (Andrienko et al., 2017). En un modelo experimental 

de retorno de la circulación espontánea, se demostró que el pretratamiento con TMZ 

indujo una reducción del succinato superfluo relacionado con ERO mitocondriales y 

atenuó el EO en el corazón. Estos efectos se asociaron con una inhibición de la 

oxidación mitocondrial de ácidos grasos libres (OAGL) inducida por el tratamiento 

con TMZ (Wang et al., 2021). Aunque los hallazgos preclínicos de la TMZ están más 

dirigidos al tratamiento de la miocardiopatía isquémica, los resultados obtenidos 

abren un nuevo abanico de oportunidades terapéuticas para este fármaco. Al igual 

que fuera descrita para el proceso de isquemia/reperfusión, en la insuficiencia 
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cardiaca (IC) la mayor parte de las ERO generadas por la CTE mitocondrial 

proceden de una mayor fuga de electrones mediada por el complejo II mitocondrial. 

Así, los efectos de TMZ y sus propiedades antioxidantes han sido extrapolados a la 

IC-no isquémica, donde el modulador del metabolismo proporcionó protección 

contra la apertura del mPTP, un efecto que fue asociado a la atenuación de la 

generación de ERO y no a la inhibición de la 3-KAT (Dedkova et al., 2013). La 

cardiomiopatía diabética (CMD) se define por la existencia de una estructura y un 

rendimiento miocárdico anormales en individuos con diabetes mellitus y en ausencia 

de otros factores de riesgo cardíaco (Jia et al., 2018). Un cambio en el estado 

metabólico, aumento de la inflamación y del EO, son elementos de la fisiopatología 

de la enfermedad (Borghetti et al., 2018). En modelos de ratas diabéticas se ha 

demostrado que la TMZ podría utilizarse para prevenir y tratar la DMC (Ovide-

Bordeaux et al., 2005; Zhang et al., 2016) y el efecto beneficioso del fármaco parece 

estar asociado a la inhibición de NADPH oxidasa 2 (Nox2) (Tang et al., 2019), 

enzima relacionada con estrés oxidativo e inducción de fibrosis en corazones 

diabéticos (Liu & Zhang, 2015). Al igual que la Nox2, el canal de potencial receptor 

transitorio 3 (CPRT3) desempeña un papel fundamental en el remodelado cardíaco.  

Los efectos antioxidantes y antiinflamatorios producidos por TMZ en modelos de 

ratas con DMC también se han asociado con la inhibición de CPRT3 (Tang et al., 

2019).   

El estrés oxidativo es también uno de los elementos más comúnmente asociados 

con la patogénesis de la aterosclerosis. La TMZ y su rol en el equilibrio redox fue el 

objetivo de un estudio, en el que la administración del modulador metabólico fue 

capaz de suprimir la progresión de la aterosclerosis en ratas y reducir la formación 

de células espumosas, sin afectar a los niveles de lípidos plasmáticos (Zheng et al., 

2018). Hallazgos similares han sido reportados con la administración de TMZ en 

ratones LDL-R-/-, donde el fármaco redujo el crecimiento de la placa aterosclerótica 

(Hohensinner et al., 2021). Un aspecto novedoso en la comprensión de la 

enfermedad aterosclerótica es la relación existente entre la OAGL y la secreción de 

interleucinas inflamatorias. La relación establecida pasa por la interacción que 

existe entre la AGL y el sistema de la proteína 3 que contiene dominios NOD, LRR 
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y pirina (NLRP3), el cual es requerido para la activación del inflamasoma y secreción 

de interleucina 1 β (IL-1β) en los macrófagos proinflamatorios (Grebe et al., 2018). 

En macrófagos derivados de monocitos humanos, la activación del sistema NLRP3 

y la secreción de IL-1β disminuyeron significativamente tras la inhibición de la OAGL 

inducida con TMZ (Hohensinner et al., 2021). Este estudio también estableció que 

existe una relación entre la inhibición de la OAGL y la reducción de la IL-1β 

circulante y escindida en la lesión aterosclerótica en ratones LDL-R-/-(Hohensinner 

et al., 2021). 

Podríamos decir que en la ECV, tanto las cardiopatía isquémica como la no 

isquémica, así como en los daños cardiacos y vasculares inducidos por la diabetes 

y ateroesclerosis, el EO y la inflamación son elementos comunes y, en 

consecuencia, de los hallazgos descritos, la TMZ surge como un enfoque 

terapéutico novedoso en el manejo de estas patologías. 

5.1.3. Mecanismos cardioprotectores de la trimetazidina en modelos de 

isquemia 

En condiciones normales, el sustrato energético del corazón son los ácidos grasos 

libres, resultando en la fuente principal de producción de ATP en el miocardio. 

(Kolwicz et al., 2013). El ácido graso antes de empezar la -oxidación, debe 

convertirse a acil-CoA que es transportado dentro de la mitocondria mediante la 

carnitina. La molécula de acil-CoA, por medio de la -oxidación, es un generador de 

acetil- CoA; que entra al ciclo de Krebs donde se producen el NADH y flavina 

adenina dinucleótido (FADH2) que se dirigen a la cadena de transporte de 

electrones (Figura 3) (Honka et al., 2021).El mecanismo de acción descrito para la 

TMZ la convierte en una molécula de interés farmacológico, por lo que diversos 

autores han realizado estudios experimentales para evidenciar las acciones 

cardioprotectores del regulador del metabolismo. En primera instancia, en ratones 

con ligadura de las arterias coronarias, la TMZ ha demostrado eficacia para 

disminuir la insuficiencia cardiaca al mejorar la función mitocondrial y la utilización 

de la glucosa (Shu et al., 2021); así como capacidad para reducir la apoptosis 

miocárdica y mejorar el metabolismo cardiaco (Luo et al., 2021). Adicionalmente, se 
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reporta que la TMZ aumenta la supervivencia celular en cardiomiocitos de ratas 

neonatales, mediante la inhibición de la apoptosis y el fomento de la autofagia 

(Zhong et al., 2017).  Estos efectos se han explicado a partir de la activación de la 

vía cinasa de AMP (AMPK) – regulator de información silente 1 (SIRT1) mediada 

por TMZ (Luo et al., 2021; Shu et al., 2021). 

 

 

Figura  3. Sustratos energéticos del corazón 

 

Los sustratos que producen energía (ácidos grasos, glucosa, cetonas y 

aminoácidos), a través de vías catabólicas específicas, convergen en la producción 

de acetil CoA con la posterior entrada en el ciclo del ácido tricarboxílico (ATC). El 

paso final de la transferencia de energía se logra a través de la fosforilación 

oxidativa (FosOx), que suministra más del 95 % del ATP consumido por el corazón. 

Los cuadros por encima de cada vía metabólica indican la condición patológica y/o 
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fisiológica en la que el sustrato específico se convierte en un contribuyente 

predominante al metabolismo. TAG, triacilglicerol; DGAT, diacilglicerol 

aciltransferasa; ATGL, lipasa de triglicéridos adiposos; mCPT1, forma muscular de 

la carnitina palmitoil transferasa; PDH, piruvato deshidrogenasa; TCA, ácido 

tricarboxílico; O2, oxígeno. 

 

 

En la comprensión de los efectos cardioprotectores de TMZ, adicional a las acciones 

descritas sobre AMPK y SIRT1, se han propuesto otros mecanismos moleculares. 

Por una parte, se demostró que la regulación metabólica que ejerce TMZ induce 

una reducción de la lesión cardiaca en ratones con ligadura de la arteria coronaria 

izquierda, un efecto que fue vinculado con la activación de la vía de la proteínas 

cinansas activadas por mitógenos (MAPK), en especifico, la vía de las  ERK1/2 (Liu 

et al., 2016). Previo a este estudio, los efectos cardioprotectores de TMZ no se 

relacinaron con el resto de la vias MAPK, siendo que en corazones aislados de ratas 

sometidos a isquemia-reperfusión, aunque el fármaco ejerce efecto protector, no 

modificó la vía de la p38 ni de la JNK, ambas MAPK (Pantos et al., 2005). 

Adicional a la utilización de lesión cardiaca inducida por ligadura coronaria, otros 

autores han empleado modelos de sobrecarca cardiaca por compresión aórtica 

abdominal (Chen et al., 2016) o modelos de fibrosis cardiaca para valorar la eficacia 

cardioprotectora de la TMZ (Chen et al., 2022). En sus resultados, el pretratamiento 

con TMZ demostró revesión parcial de los cambios metabólicos inducidos por 

sobrecarga de presión, en lo que los autores describen como un efecto mediado por 

la regulación de los niveles séricos de neuropéptido Y (NPY) y la expresión de los 

receptores de esta molécula, (Chen et al., 2016). En la fibrosis cardiaca inducida 

por isoproterenol en ratas, TMZ redujo la fibrosis cardiaca mediante la reducción de 

la vía NOX/NF-kß/Snail (Chen et al., 2022).  

Finalmente, la TMZ ha demostrado efecto protector frente a la cardiotoxicidad 

inducida por diferentes agentes quimioterapéuticos. Zhao et al. (2019) estudió la 

acción combinada de la TMZ y la Coenzima Q10 en cardiomiocitos aislados de 
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corazones de ratas expuestos a cisplatino.  Su conclusión fue que la administración 

conjunta de TMZ y Coenzima Q10 suprimieron significativamente la cardiotoxicidad 

inducida por el cisplatino (Zhao, 2019). En otro estudio en donde se evaluó el efecto 

de la TMZ sobre la toxicidad cardiaca inducida por sunitinib en ratones 

129S1/SvImJ, se demostró la capacidad del fármaco para revertir la hipertensión y 

la disfunción ventricular izquierda causada por el sunitinib (Y. Yang et al., 2019). 

 

5.2. Nebivolol y sus propiedades cardiovasculares y antioxidantes descritas 

en estudios pre-clínicos 

5.2.1. Generalidades farmacológicas del Nebivolol 

El propranolol fue el primer bloqueante -adrenérgico (BBA) que se introdujo en la 

clínica en 1964, y desde entonces han llegado al mercado otros BBA. Los BBA más 

antiguos o conocidos como de primera generación, se caracterizan por su 

antagonismo no selectivo, presentando afinidad frente a los adrenoreceptores (AR) 

tanto β1-AR como β2-AR  (Wong et al., 2016). Una de las grandes limitaciones que 

presenta este primer grupo de BBA es que la interacción con el β2-AR puede causar 

efectos secundarios graves relacionados con los β2-AR, como broncoespasmos, 

que es una afección potencialmente letal para los pacientes con asma o enfermedad 

pulmonar obstructiva crónica (EPOC). Un potencial aumento de la resistencia 

vascular periférica (RVP) también se puede originar debido al antagonismo de los 

β2-AR en la vasculatura periférica. Producto de estas interacciones y efectos 

adversos relacionados, se trabajó en el desarrollo de fármacos altamente selectivos 

para los β1-AR (segunda generación) y se avanzó hasta la tercera y más reciente 

generación de BBA que incluye compuestos como el carvedilol y el nebivolol 

(Mahfoudh-Boussaid et al.) (Mahfoudh-Boussaid et al.), que pueden diferir en 

cardioselectividad pero que poseen capacidades cardiovasculares adicionales; en 

la mayoría de los casos, caracterizado por ejercer un efecto vasodilatador directo. 

El NEB es un bloqueante selectivo de β1-AR, catalogado como un β bloqueante de 

acción prolongada. Este fármaco existe en forma de mezcla racémica (enantiómero 

L y D), donde el D-nebivolol presenta mayor afinidad por los receptores β1-AR por 
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lo que se le considera como el principal responsable de los efectos cardíacos (Olawi 

et al.). Por otra parte, el L-nebivolol media principalmente, la liberación de (óxido 

nítrico) ON derivado del endotelio (Wehland et al.). Además, se demostró que el 

NEB induce la lipólisis y promueve los genes termogénicos y mitocondriales a través 

de los β3-AR (Bordicchia et al.). También reduce el EO mediante la activación de la 

NOS endotelial (NOSe) aumentando la biodisponibilidad del ON. (Khan et al., 2013) 

Su principal indicación es para la hipertensión arterial, aunque en estudios 

preclínicos se ha demostrado su eficacia en patologías como el infarto agudo de 

miocardio (Zhang et al.) y la insuficiencia cardiaca (Lipsic & van Veldhuisen, 2010). 

5.2.2. Propiedades antioxidantes del Nebivolol 

Las ERO y las especies reactivas del nitrógeno (ERN) desempeñan un papel clave 

en la regulación de la señalización fisiológica y patológica dentro de la vasculatura. 

En condiciones fisiológicas, un delicado equilibrio entre oxidantes y antioxidantes 

protege a las células de los efectos perjudiciales de las ERO/ERN. De hecho, el 

desequilibrio entre la producción de ERO/ERN y los mecanismos de defensa 

antioxidantes conduce al EO y nitrosativo dentro de la célula (Sorriento et al., 2018). 

Estos procesos promueven el daño vascular observado en afecciones 

cardiovasculares. 

Hasta la fecha, se han descubierto varias moléculas que son fármacos 

antihipertensivos eficaces con propiedades antioxidantes. En efecto, el NEB es uno 

de los BBA capaz de reducir el EO. A nivel molecular, el propio efecto BBA es 

importante para reducir la producción de ERO mediante el bloqueo de las 

catecolaminas, que se sabe, inducen EO en el miocardio (Türck et al., 2022) (Figura 

4). Además, el NEB posee efectos antioxidantes directos y es capaz de generar un 

aumento de los niveles de ON, la actividad de la NOS y la expresión de la NOSe, 

así como también su capacidad para reducir la producción de ERO y la expresión 

de Nox (Z. Wang et al., 2017). Adicionalmente, en un estudio experimental se 

demostró que el NEB inhibe la actividad de la Nox, lo que se relacionó con la 

capacidad de este fármaco para mejorar la disfunción endotelial a través de un 

mecanismo antioxidante independiente de la actividad de bloqueo del β1-AR 
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(Mason et al., 2006) y se postula que este efecto puede reducir una de las 

principales fuentes de EO en la hipertensión (Virdis et al., 2011). 

Son diversos los modelos experimentales y esquemas de tratamiento en los que 

NEB ha demostrado sus efectos positivos sobre la regulación del EO. En este 

contexto, resumimos hallazgos de interés en el Tabla 1.La descripción preclínica 

del NEB lo convierte en un fármaco antihipertensivo prometedor y demuestra fuertes 

propiedades antioxidantes debido a su capacidad para liberar ON.  Además de 

reducir la presión arterial, ha demostrado eficacia para prevenir los daños orgánicos. 
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Figura  4. Efectos protectores del nebivolol frente al estrés oxidativo para prevenir el 
daño de órganos diana relacionado con la hipertensión. 

 

 

Actividad, expresión y desacoplamiento de la eNOS en (a) condiciones normales, 

(b) activación β-adrenérgica aguda y (c) activación β-adrenérgica crónica.  

NOSe, óxido nítrico sintasa endotelial; ON, óxido nítrico; ERO, especies reactivas 
del oxígeno. 
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Tabla 1. Eficacia antioxidante demostrada para Nebivolol en modelos 

experimentales relacionados con enfermedad cardiovascular.  

Título resumido Metodología / Hallazgos de interés 

Nebivolol y la regulación 

de Nox2/NADPH oxidasa 

en toxicidad cardiaca 

inducida por etanol (do 

Vale et al., 2021) 

NEB 10 mg/kg/día p.o. durante 3 semanas. 

-------- 

NEB previno el aumento (superóxido) O2
- y TBARS en el ventrículo 

izquierdo de ratas tratadas con etanol. 

Nebivolol previene EO 

vascular y la HTA en ratas 

tratadas con etanol (do 

Vale et al., 2018) 

NEB 10 mg/kg/día p.o. durante 3 semanas. 

-------- 

La disminución de los niveles aórticos de nitrato/nitrito (NOx) 

inducida por el etanol fue prevenida por NEB 

Efectos antitrombóticos del 

NEB implican β2-AR y las 

vías COX-2/PGI2 

(Kozlovski et al., 2015) 

1.Ratas anestesiadas con circulación extracorpórea perfundidas con 

tiras de colágeno. 2.Vasodilatación en corazones aislados de 

cobaya perfundidos. 

-------- 

NEB indujo efecto antitrombótico sostenido y dosis dependiente. 

Indujo vasodilatación dependiente del NO e independiente de β2-

AR. 

Nebivolol alivia el 

remodelado aórtico 

mediante la regulación de 

la eNOS y la inhibición del 

EO en modelo de HTA (Y. 

Wang et al., 2017) 

Ratas tratadas con L-NAME (60 mg/kg/día), solo o en combinación 

con NEB (8 mg/kg/día) p.o. durante 8 semanas. 

-------- 

NEB produjo aumento de los niveles de NO, de la actividad de la 

NOS y de la expresión de eNOS, p-eNOS, Akt y p-Akt, así como de 

una reducción de la generación de ERO y de la expresión de Nox2, 

Nox4 y p22phox. 

Nebivolol mejoró el daño 

renal en ratas diabéticas 

mediante la regulación de 

la vía del estrés 

oxidativo/NO (Guan et al., 

2020) 

Ratas ZDF tratadas oralmente con NEB (10 mg/kg) durante 6 

meses.  

-------- 

NEB incrementó el NO plasmático y renal, aumentó las expresiones 

de eNOS, p-eNOS y NOS neuronal, y suprimió el desacoplamiento 

de eNOS y la expresión de NOS inducible. 

Efectos del nebivolol 

mediados por el NO en el 

infarto de miocardio: la 

fuente del óxido nítrico 

(Sorriento et al., 2018) 

I/R en ratas tratadas con NEB (0.1 mg/kg) I.V.  

-------- 

Los daños oxidativos (caracterizados por la disminución de los 

niveles de MDA y el aumento de los niveles de SOD) y nitrosativos 

(caracterizados por la disminución de los niveles de ONOO-) fueron 

limitados en los grupos con NEB. 

Akt = Proteína cinasa B; O2
- = Anión superóxido; HTA = hipertensión arterial; NOSe = Óxido nítrico 

sintetasa endotelial; ON = Óxido nítrico; Nox= NADPH oxidasa; p-Akt = Akt fosforilada en Ser473; 

p-eNOS = eNOS fosforilada en Ser1177; TBARS= Sustancias reactivas al ácido tiobarbitúrico 
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5.2.3. Efectos cardioprotectores del Nebivolol demostrados en modelos 

experimentales 

Son múltiples los estudios que sustentan como objetivo demostrar el efecto 

cardioprotector del NEB en modelos experimentales de ECV (Cheema et al., 2011; 

Toblli et al., 2012; Zhang et al., 2014). En primera instancia, la actividad simpática 

desempeña un papel importante en la modulación del ritmo cardiaco y por esta 

razón, los BBA han sido objeto de estudios para valorar su eficacia como 

antiarrítmico (Grandi & Ripplinger, 2019). Uno de los estudios que tuvo como objeto 

la evaluación del efecto antiarrítmico del NEB, evaluó el fármaco en arritmias 

inducidas por reperfusión tras ligadura de la arteria coronaria en ratas  (Lu et al., 

1994). En este estudio, el BBA de tercera generación redujo la incidencia de 

taquicardia ventricular (TV) y disminuyó la de fibrilación ventricular (FV). En el 

mismo estudio, los autores emplearon corazones de cobaya estimulados 

eléctricamente y el resultado obtenido con la administración de NEB fue una 

reducción del umbral de FV, así como una protección frente a las arritmias inducidas 

por ouabaína y aconitina (Lu, 1994).  

El objetivo de emplear NEB como agente cardioprotector se basa, no solo en su 

capacidad para bloquear los estímulos cardiacos que resultan de la activación de 

los β1-AR; sino que también consideran las acciones vasodilatadoras descritas para 

el fármaco (Kamp et al., 2010) (Figura 5). En esta línea, la disfunción endotelial es 

un estado patológico sistémico del endotelio caracterizado por una reducción de la 

biodisponibilidad de los vasodilatadores, esencialmente el ON. Uno de los factores 

clave de la disfunción endotelial es la sobreproducción de ERO, por lo que el NEB, 

para el cual ya hemos descrito sus propiedades antioxidantes, es un agente 

terapéutico que modifica esta condición de interés clínico. Así se observa que 

algunos autores vinculan la actividad cardioprotectora del BBA con su capacidad 

para mejorar la función endotelial (Toblli et al., 2012).  

De forma concreta, el efecto cardioprotector del NEB ha sido descrito en el modelo 

de cardiotoxicidad inducida por antraciclinas, fármacos de uso habitual en el 

tratamiento antineoplásico. En un estudio llevado a cabo por de Nigris y col.(2008), 

(de Nigris et al.) se evaluó toxicidad cardiaca de las antraciclinas mediante la 
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determinación de la presión ventricular izquierda desarrollada bajo una presión de 

perfusión constante,  

  

 

 

 

 

 

Figura  5. Mecanismos de acción del nebivolol en el sistema cardiovascular. 

El antagonismo de los receptores β1-adrenérgicos cardíacos por nebivolol 
mantiene o mejora la función ventricular izquierda en sujetos sanos y en pacientes 
con hipertensión al disminuir la frecuencia cardíaca, aumentar el gasto cardíaco 
y el volumen sistólico. Además, el nebivolol protege la salud reduciendo el estrés 
oxidativo y aumentando la biodisponibilidad de óxido nítrico mediante la 
eliminación de O2- no dependiente de receptores y la inhibición de la NADPH 
oxidasa y la desacoplamiento de la óxido nítrico sintasa endotelial dependiente 
de receptores β3-adrenérgicos. En la vasculatura, el nebivolol actúa a través de 
los receptores β3-adrenérgicos para aumentar la biodisponibilidad del óxido 
nítrico y ejerce un efecto barredor directo, lo que conduce a la vasodilatación y a 
una mejora de la función endotelial. 

NADPH, nicotinamida adenina dinucleótido fosfato reducido; NOX, NADPH 

oxidasa; eNOS, óxido nítrico sintasa endotelial; NO, óxido nítrico. 
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la tasa de variación de este parámetro durante la sístole (contractilidad) ( Max dP/dt) 

y durante la diástole (relajación) (Min dP/dt); demostrando que la combinación con 

NEB reduce la toxicidad cardiaca; a la par que el fármaco aumenta los niveles de 

glutatión peroxidasa y la liberación de nitrito/nitrato, cambios que podrían explicar 

su efecto cardioprotector (de Nigris et al., 2008). En otro estudio donde se empleó 

el modelo de IAM de rata, relacionó las acciones de NEB sobre la biodisponibilidad 

de ON con la capacidad del BBA para reducir la apoptosis cardiaca (Mercanoglu et 

al., 2008).  
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6. Modelo experimental de corazón perfundido de Langendorff  

6.1. Generalidades del modelo de corazón perfundido de Langendorff 

Podemos denominar al método de Langendorff de corazón aislado, como la 

perfusión de las arterias coronarias de un corazón por una solución nutricia y 

oxigenada que fluye retrógradamente desde la aorta (Langendorff). Este método fue 

establecido en 1897 por Oscar Langendorff y sus experimentos se llevaron a cabo 

principalmente utilizando corazones de gatos, pero también de perros y conejos 

(Zimmer, 2000). Con el tiempo el método de Langendorff de corazón aislado se ha 

convertido en el modelo estándar para la enseñanza y la investigación 

cardiovascular básica, realizando aportes sobre temas como la regulación de la 

función cardíaca, flujo coronario y el metabolismo cardíaco (Skrzypiec-Spring et al., 

2007). 

El principio de este modelo consiste en la canulación, a un aparato de perfusión, de 

un corazón aislado de un animal, pudiendo ser de ratón, rata, cobayo, conejo, perro 

o cerdo. El sistema de perfusión permanece conectado a un bomba que perfunde 

la solución nutricia, burbujeada continuamente con carbógeno (95% O2 y 5% CO2), 

desde un reservorio y a través de tubos termostatizados a 37 ° C, hasta el tejido 

aislado (Langendorff).  

6.2. Descripcion de la tecnica 

6.3. técnica 

 
 

6.4. Parámetros obtenidos a partir del corazón perfundido 

Este modelo experimental permite la medición de la función sistólica y diastólica del 

ventrículo izquierdo mediante la inserción de un balón de látex dentro del ventrículo. 

Diversos datos funcionales contráctiles, como la frecuencia cardiaca, la presión 

desarrollada por el ventrículo izquierdo (PDVI) , la presión al final de la diástole 
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(PFD) y derivados como el Max dP/dT y Min dP/dT. Además, puede ser valorado 

ajustando, el volumen del balón, el estiramiento ventricular y establecerse curvas 

de Frank-Starling, que pueden ser especialmente valiosas en muchos experimentos 

funcionales (Bell et al., 2011).La medida típica de la función cardiaca es la PDVI, 

esta se obtiene restando la PFD de la presión sistólica. Esta medida puede variar 

en función de la cepa del ratón o rata. La frecuencia cardiaca se obtiene a partir de 

las mediciones cíclicas de las ondas de presión del VI, mediante el programa de 

registro y adquisición de datos (LabChart V.8). Además, las derivados de 

contractilidad como el Max dP/dT y Min dP/dT se estiman utilizando la primera 

derivada de la onda de presión del VI(Kolwicz & Tian, 2010). El método de 

Langendorff de corazón aislado es muy adecuado para estudiar las intervenciones 

farmacológicas sobre la función miocárdica, la conducción eléctrica, la reactividad 

vascular, la función endotelial y del músculo liso coronario (Liao et al.). Una de las 

principales área de investigación de este modelo se enfoca en la protección frente 

a la muerte celular inducida por los daños relacionados a la I/R. Una muestra de 

estos estudios publicados en el último año, se resumen en la Tabla 2, en el que 

además se identifican las principales determinaciones realizadas y que hacen de 

este modelo una técnica con aplicación biomédica integral. 
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Tabla 2. Investigaciones del último año que utiliza el modelo de Langendorff en 

estudios de isquemia reperfusión 

Titulo resumido  Determinaciones realizadas    

Diminazene Aceturate 

promotes cardioprotection 

(Coutinho et al., 2022) 

Niveles de ATP y función mitocondrial.  

Cardiac Protection of a Novel 

Lupane-Type Triterpenoid 

(Guo et al., 2022) 

Parámetros hemodinámicos: PDVI, frecuencia 

cardiaca, Max dP/dt. 

Niveles de CK, LDH, SOD, MDA y GSH-Px  

Urocortin I Protects against 

Myocardial 

Ischemia/Reperfusion Injury 

(Liu et al., 2022) 

Parámetros hemodinámicos: PDVI, frecuencia 

cardiaca, Max dP/dt. 

Estado respiratorio mitocondrial, actividad 

enzimática respiratorio mitocondrial y nivel de 

cardiolipina mitocondrial 

Oxytocin ameliorates high 

glucose and 

ischemia/reperfusion injury 

(Yao et al.) 

Parámetros hemodinámicos: PDVI, área de 

infarto  

Consumo de oxígeno mitocondrial 

Teriflunomide treatment 

exacerbates cardiac ischemia 

reperfusion injury (Alexander et 

al.) 

Parámetros hemodinámicos: PDVI, flujo 

coronario y ECG  

área de infarto 

TRPV1 Contributes to 

Modulate the Nitric Oxide 

Pathway during Ischemia and 

Reperfusion(Castrejón-Téllez 

et al.) 

Expresión de eNOS, iNOS y pNOS por 

Western blot 

Niveles de NO, BH4, cGMP, entre otros  

Cambios estructurales por histología  
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6.5. Ventajas y desventajas del modelo de corazón perfundido de 

Langendorff 

El modelo Langendorff de corazón aislado es un método conveniente para la 

evaluación de los mecanismos involucrados en el daño miocárdico y la 

cardioprotección. La reproducibilidad y su alto rendimiento caracterizan a este 

modelo.  Es capaz de conjugarse con otras técnicas de investigación, como la 

resonancia magnética nuclear, para complementar los datos obtenidos durante el 

montaje. Es un excelente método para el tamizado de fármacos, ya que los 

resultados son independientes de los factores neuroendocrinos y los presentes en 

la circulación sistémica. Sin embargo, el modelo presenta ciertas complejidades 

como la necesidad de habilidad y delicadeza en la manipulación del corazón, debido 

a su vulnerabilidad. Adicionalmente,  durante el experimento puede presentarse un 

flujo coronario excesivo y edema tisular, lo que hace necesario la estandarización 

de la velocidad de perfusión. Durante su realización se deben controlar 

cuidadosamente las condiciones experimentales (Disponibilidad de oxígeno y 

nutrientes, temperatura y presión de perfusión) (Skrzypiec-Spring et al., 2007). 

 

6.6. Corazón perfundido como modelo traslacional del IM y de la lesión por 

isquemia reperfusión. 

Los modelos experimentales de corazón aislado son un modelo confiable y 

reproducible para explicar los mecanismos relacionados al daño inducido por I/R y 

de la cardioprotección (Lindsey et al., 2018). De ahí que, a partir de estudios en 

corazón aislado, como el modelo Langendorff;  se haya desarrollado la base para el 

ejecución de estudios clínicos dirigidos a reducir el tamaño del infarto en pacientes 

después de sufrir un IAM. El Instituto Nacional del Corazón, los Pulmones y la 

Sangre (NHLBI, siglas en inglés) recomienda que en los estudios preclínicos 

enfocados a la cardioprotección farmacológica de los daños relacionados a I/R se 

enfoquen en definir intervenciones cardioprotectoras efectivas y el momento 
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apropiado para su administración; mediante la evaluación de la eficacia de terapias 

combinadas en comparación con las terapias individuales (Schwartz Longacre et 

al., 2011). Poder encontrar un fármaco o una combinación de fármacos , ya sean 

nuevos o conocidos, que sean capaces de pre/post acondicionar al miocardio frente 

al daño por I/R, se vuelve relevante (Mewton et al., 2011). 

Actualmente se considera que existe una brecha entre los muchos estudios 

preclínicos que informan de una cardioprotección frente al infarto con intervención 

farmacológica; y la traducción, de esas misma estrategias, en mejores resultados 

clínicos en los pacientes con IAM (Heusch, 2020). La comparación con modelos 

animales inapropiados y estudios clínicos mal diseñados, son algunas de las 

razones que sustentan esta brecha (Bulluck et al., 2016; Herr et al., 2015). Sin 

embargo, otros autores, analizan la situación desde otro punto de vista y proponen 

encajar los contextos clínicos del IAM a los diferentes modelos animales existentes 

utilizados para evaluar los daños por I/R (Mewton et al., 2011). 

El futuro de la terapia cardioprotectora depende de una mejor comprensión de la 

fisiopatología de la lesión miocárdica por I/R y las vías de transducción de señales 

cardioprotectoras. Adicionalmente aún existe la necesidad de encontrar y 

desarrollar fármacos cardioprotectores que se puedan administrar antes o durante 

la reperfusión (Heusch, 2020). Todas estas son razones válidas para continuar con 

las investigaciones cardiovasculares básicas, entre ellas los estudios que utilizan 

los modelos de corazón aislado perfundido. 



 53 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

XII. Metodología  
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7. Biomodelo experimental  

Se utilizaron ratas Sprague-Dawley (250-300 g) provenientes del bioterio del 

Instituto de Investigaciones Científicas y Servicios de Alta Tecnología (INDICASAT-

AIP), Panamá. Los animales fueron mantenidos, en el bioterio experimental del 

Centro de Investigaciones Psicofarmacológicas (CIPFAR) de la Facultad de 

Medicina, bajo condiciones de ciclos de 12 horas de luz / oscuridad, alojados a una 

temperatura de 24 ± 1 °C y con libre acceso a comida y agua. Todos los 

procedimientos experimentales se realizaron de acuerdo con las recomendaciones 

de la Guide for the Care and Use of Laboratory Animals (2012). Este proyecto de 

investigación fue aprobado por Comité de Bioética de la Universidad de Panamá 

mediante nota CBIUP/153/2020. 

7.1. Modelo de Isquemia Reperfusión  

7.1.1. Cirugía y extirpación del corazón  

Los animales fueron anestesiados con pentobarbital sódico (50 mg/kg) y 

anticoagulados con heparina sódica (500 U/kg). Una vez comprobado el plano 

anestésico en el animal, abrimos la cavidad abdominal realizando una incisión 

transversal. El diafragma se seccionó y se realizaron incisiones laterales a lo largo 

de la caja torácica. El corazón se separó, haciendo un solo corte con las tijeras en 

el tejido conectivo que fija al corazón. Seguidamente, el corazón se colocó en un 

recipiente que contenía solución amortiguadora helada (4°C) de Krebs-Henseleit (K-

H) (NaCl (118.5 mM), NaHCO3 (25mM), KCl (4.7 mM), KH2PO4 (1.2 mM), MgSO4. 

7H2O (1.2 mM), Glucosa (11 mM), CaCl2.2H2O (2.5 mM), Octanoato de sodio 

(7.7x10-2 mM)). Por último, la aorta del corazón se limpió, canuló y se conectó al 

sistema de perfusión para la perfusión retrógrada (Figura 6). 
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Figura  6. Sistema de perfusión 

 

7.1.2. Estandarización del modelo de I/R empleando el corazón perfundido de 

Langendorff 

La estandarización fue el proceso previo a la implementación del modelo en la 

evaluación farmacológica. Considerando que la reproducibilidad del modelo de I/R 

depende de variables importantes como la velocidad de perfusión, basamos la 

primera fase de estandarización en la modificación de este factor. Los primeros 

resultados fueron obtenidos con la velocidad de perfusión de 8 mL/min, con la que 

no se logró la presión basal mínima deseada (datos no mostrados). Con base a este 

resultado llevados a cabo durante el proceso de estandarizacón, seleccionamos las 

velocidades de 10.5 y 12 ml/min para ser empleadas en la perfusión del corazón 

aislado. Considerando ambas velocidades, establecimos grupos controles y grupos 

en los que se indujo I/R. Otra variable sujeta a ser modificada en este modelo, es el 
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mecanismo empleado para la inducción de la isquemia, que se relaciona con el daño 

asociado a la isquemia reperfusión. En nuestro caso, evaluamos la inducción de la 

isquemia mediante la suspensión de la perfusión (SP) o por la deprivación de 

oxígeno (DO) en la solución perfundida. 

En todos los protocolos se mantiene un grupo control, donde los corazones son 

perfundidos de forma continua y con solución oxigenada durante 120 minutos, 

mientras que, el grupo isquemia reperfusión, se estabiliza perfundiendolo durante 

los primeros 30 min, seguido por un periodo de isquemia por SP o DO de 30 min., 

para proceder al periodo de reperfusión durante una hora. 

A partir de estas modificaciones realizamos un grupo de experimentos que nos 

permitieron concluir sobre las condiciones que eran favorables a la inducción de la 

lesión cardiaca y que además garantizarían la reversión, aunque solo fuera parcial, 

de la actividad del tejido. 

7.1.3. Evaluación de los parámetros fisiológicos  

El registro de los datos fue por medio de un balón de látex que es insertado en el 

ventrículo izquierdo a través de la válvula mitral y conectándolo a un transductor de 

presión (Physiological pessure transducer, ADInstruments, MLT844). Para todos los 

corazones, cambios en la presión desarrollada en el ventrículo izquierdo (PDVI) y la 

frecuencia cardíaca (FC) se registraron continuamente utilizando un sistema de 

adquisición de datos PowerLab v8. Además, se logró calcular otros valores de la 

funcionalidad cardiaca como lo son el MaxdP/dt (indicador de la contracción 

miocárdica), MindP/dt (indicador de la relajación miocárdica) y el doble producto que 

es el resultado de la multiplicación del valor de la FC y la PDVI y que además es 

considerado un indicador del consumo miocárdico de oxígeno (Herr et al., 2015). La 

descrición de la obtención de los parámetros hemodinámicos se resumen en la 

Figura 7. 
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Figura  7. Parámetros hemodinámicos obtenidos por el sistema de registro y calculados a 
partir de los datos registrados. 
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7.1.4. Evaluación del efecto cardioprotector de Nebivolol y Trimetazidina, 

solos y en combinación, empleando el modelo de I/R 

Con base a la estandarización y los resultados obtenidos, establecimos como 

modelo la perfusión a 10.5 mL/min y la isquemia fue inducida por la DO en la 

solución perfundida. De esta forma, el grupo control (C) la perfusión con solución K-

H oxigenada se realizó de forma continua durante 120 min a una velocidad de 10.5 

mL/min. En el grupo de I/R los corazones se estabilizaron durante 30 min con 

perfusión de la solución K-H oxigenada, posteriormente se indujo la isquemia 

mediante la perfusión de una solución K-H sin oxigenar durante 30 min, para 

continuar con la fase de reperfusión con K-H oxigenada durante 60 min, para cumplir 

con un total de 120 minutos. En los grupos tratados con NEB, TMZ o la mezcla de 

estos, se mantiene el periodo de estabilización y 7 min antes de la isquemia, los 

fármacos se suministran disueltos en solución K-H oxigenada. Al igual que fuera 

descrito para el grupo I/R, en los corazones pretratados con los fármacos y sus 

combinaciones, finalizada la fase de isquemia se procede con la reperfusión, 

siempre manteniendo la velocidad de flujo de 10.5 mL/min. La TMZ se evaluó en 

concentraciones de 25µM y 100µM, el NEB se evaluó en concentraciones de 10 µM 

y 25µM. Adicionalmente se evaluó la combinación de las concentraciones de los 

fármacos con mejores efectos (Figura 8). 
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Figura  8. Esquema del protocolo implementado en el desarrollo del trabajo experimental. 

 

A: periodo de anestesia, C: periodo de cirugía, P: periodo de perfusión, I: periodo 

de isquemia, R: periodo de reperfusión, T: periodo de perfusión del tratamiento, 

NEB: Nebivolol, TMZ: Trimetazidina. 
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7.1.5. Determinaciones histológicas del corazón  

Una vez concluidos los protocolos de perfusión, los corazones fueron sometidos a 

un proceso de fijación y tinción. El corazón se congeló por 10 min a -80 ˚C,  

finalizado el tiempo de congelación obtuvimos secciones transversales desde el 

ápice hacia la base del corazón. Los cortes fueron tratados con Cloruro de 

Trifeniltetrazolio al 1% durante 15-20 minutos a una temperatura de 37 ˚C y se 

fijaron con formaldehído al 10% durante 20 min. Los corte teñidos se fotografiaron 

bajo estereosopio y, utilizando el software Image J®, se trazaron las zonas de infarto 

y se calcularon las áreas de infarto respectivas en términos de píxeles (Ito et al., 

1997) 

8. Evaluación vascular de Nebivolol y Trimetazidina 

Después de la extracción del corazón, el resto de la aorta torácica se limpió de grasa 

y tejido conectivo y se cortó en anillos de aproximadamente 2 mm de longitud. Cada 

anillo arterial se suspendió entre dos ganchos de acero inoxidable conectados a un 

transductor de fuerza isométrica (Myograph, ADInstrument 7200,) para medir la 

tensión. Cada anillo se sumergió en una cámara de 5 ml con solución de Krebs que 

contenía NaCl (122 mM), KCl (4.9 mM), HEPES (10 mM), KH2PO4 (0.5 mM), 

NaH2PO4 (0.5 mM), MgCl2 (1.0 mM), glucosa (11 mM) y CaCl2 (1.8 mM), con un pH 

de 7,4 a 37 °C, burbujeado continuamente con carbógeno. Se realizó una tensión 

de reposo de 2 g en cada anillo y se dejó que se estabilizara durante 60 min, 

realizando lavados cada 15 min. Los cambios en la tensión isométrica de los anillos 

aórticos se detectaron utilizando un sistema de adquisición de datos Powerlab con 

el software Lab Chart v 8.0.  

8.1. Efecto vascular de la NEB/TMZ en anillos aórticos 

8.1.1. Efecto vasorelajante de NEB/TMZ en la aorta de rata aislada 

Para investigar el efecto vasorelajante de los fármacos en el endotelio intacto, una 

vez estabilizada la tensión, se evaluó la integridad endotelial midiendo la respuesta 

de relajación a la acetilcolina (ACh, 1x10-5 M), en los anillos precontraídos con 

fenilefrina (FE, 1x10-6 M). La integridad del endotelio se confirmó cuando la ACh 
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provocaba una relajación superior al 70%. A continuación, los anillos aórticos se 

contrajeron con FE (1x10-6 M) y, cuando la contracción fue estable, se añadieron 

concentraciones acumuladas de NEB/TMZ (1x10-8 - 1x10-4 M) en la cámara del 

órgano (Figura 9). En los grupos de control, en el baño de órganos se añadió el 

vehículo empleado para disolver los fármacos (DMSO/solución de Krebs). 
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Figura  9. Registro original obtenido en el protocolo de evaluación vascular y obtención 
de la curva dosis respuesta de Nebivolol (A) y Trimetazidina (B) en anillos de aorta de 
rata. 

 

 

8.1.2. Efecto del pretratamiento con NEB/TMZ sobre la contracción inducida 

por NA 

Se analizó el papel inhibidor de la NEB/TMZ (1x10-4 M, 2.5x10-5 M) sobre la 

contracción concentración dependiente de norepinefrina (NE, 1x10-10 - 1x10-5 M), 

empleando anillos aórticos con endotelio intacto. En anillos individuales, primero se 

evocó la contracción mediante concentraciones graduales de NE y posteriormente, 

después de periodo de lavado y estabilización de 1 h, los anillos aórticos se 

incubaron durante 20 minutos en ausencia (Control-DMSO/solución de Krebs) o en 

presencia de los fármacos NEB o TMZ (Figura 10).  
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B 

 

Figura  10. Registro original obtenido en la evaluación del efecto de Nebivolol (A) y 
Trimetazidina (B) sobre la contracción vascular inducida por NA en anillos de aorta de 
rata. 

  

 

 

8.1.3. Efecto del pretratamiento con NEB/TMZ en la relajación inducida por 

ACh 

Se analizó el efecto de la NEB/TMZ (1x10-4 M, 2.5x10-5 M) sobre la relajación 

inducida por ACh en anillos aórticos intactos con endotelio. En primer lugar, se 

obtuvo una curva de relajación dosis-respuesta a la ACh (1x10-8 - 1x10-4 M) tras la 

precontracción por FE (1x10-6 M). Tras un periodo de lavado y estabilización de 1 

hora, se realizó una curva de relajación a la ACh en anillos aórticos en ausencia 

(Control -DMSO/solución de Krebs) o en presencia de NEB o TMZ (Figura 11). 
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B 

 

Figura  11. Registro original obtenido en la evaluación del efecto de Nebivolol (A) y 
Trimetazidina (B) sobre la relajación vascular inducida por acetilcolina en anillos de aorta 
de rata. 

 

9. Actividad antioxidante de NEB y TMZ 

9.1. Actividad antiradicalaria frente a DPPH 

La actividad atrapadora de radicales libres DPPH se estimó mediante un ensayo 

basado en el método descrito en la literatura (Pombal   et al., 2020). Los fármacos 

NEB y el control positivo quercetina, se disolvieron en DMSO, mientras que la TMZ 

se disolvió en Tampón fosfato salino; en dos soluciones de concentración (25 y 100 

µM). Las mezclas de reacción contenían 100 µL de solución de muestra y 100 µL 

de solución de metanol de DPPH (0,3 mM), y luego se midió la absorbancia a 515 

nm después de incubar a 37 °C durante 30 min, mediante un lector de microplacas 
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automatizado (GloMax-Multi + Detection System con Instinct Software). (Figura 12).  

El efecto de barrido del radical DPPH se calculó mediante la siguiente fórmula: 

 

En donde el A0 es la absorbancia del blanco y A1 es la absorbancia de la muestra. 

 

Figura  12. Esquema de la metodología para la evaluación de la actividad antiradicalaria 
frente a DPPH. 

 

 

9.2. Actividad atrapadora del radical de óxido nítrico 

La actividad atrapadora del óxido nítrico (NO) se estimó mediante un ensayo basado 

en la reacción de Griess Illosvoy (Pombal   et al., 2020). Se mezclaron 50 μL de 

NEB/TMZ o Quercetina (25 y 100 µM en DMSO / tampón fosfato salino) con 50 μL 

de nitroprusiato de sodio (10 mM) y 50 μL de reactivo de Griess preparado en 

tampón fosfato salino (pH 7,4). Las microplacas se incubaron durante 150 minutos 

a temperatura ambiente en oscuridad y se registró la absorbancia a 546 nm 

mediante un lector de microplacas automatizado (GloMax-Multi + Detection System 

con Instinct Software). La disminución de la absorbancia de la mezcla de reacción 

indicó un aumento de la actividad atrapadora del óxido nítrico (Figura 13).  El 

porcentaje de eliminación de radicales NO- se calculó según la ecuación 1. 
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Figura  13. Esquema de la metodología para la evaluación de la actividad 
antiradicalaria frente a ON. 

 

 
 
 
 
 
 

9.3. Actividad atrapadora de radicales de anión superóxido 

La medición de la actividad atrapadora de anión superóxido se basó en el método 

descrito por (Pombal et al., 2017). Los radicales superóxido se generaron en un 

sistema PMS-NADH (Fenazine Methosulfate - Reduced Nicotinamide Adenine 

Dinucleotide) mediante la oxidación de NADH y se analizaron a través de la 

reducción de NBT. Los radicales superóxido se generaron en presencia de 50 μL 

NEB/TMZ o Quercetina (25 y 100 µM en DMSO / tampón fosfato salino), utilizando 

50 μL de solución de PMS (120 μM) y 50 μL de solución de NADH (936 μM). La 

reacción se reveló añadiendo 50 μL de solución de NBT (150 μM) a la mezcla, se 

incubó a 25 °C durante 5 minutos y, a continuación, se midió la absorbancia a 560 

nm mediante un lector de microplacas automatizado (GloMax-Multi + Detection 
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H2NSO3 N+ N
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System con Instinct Software). La disminución de la absorbancia de la mezcla de 

reacción indicó un aumento de la actividad atrapadora del anión superóxido (Figura 

14). El porcentaje de eliminación del radical superóxido se calculó según la ecuación 

1. 

 

Figura  14. Esquema de la metodología para la evaluación de la actividad 
antiradicalaria frente a ASO 
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10. Estandarización del modelo de I/R empleando el corazón 

perfundido de Langendorff 

10.1. Presión desarrollada del ventrículo izquierdo  

10.1.1. Protocolo de perfusión 10.5 mL/min 

En la primera fase de este estudio realizamos el proceso de estandarización del 

modelo de corazón perfundido de Langendorff. A partir del programa se obtienen 

los datos de Pmax y PFD, que nos permitieron calcular el valor de PDVI en los 

protocolos descritos. En primera instancia, al valorar la estabilidad del trabajo 

cardiaco y, por ende, de la viabilidad del tejido, era necesario determinar si la PDVI 

se mantenía sin cambios significativos durante los 120 minutos de ensayo.  

Según se puede observar en la Tabla 3 y Gráfico 1A, para el grupo control 

perfundido a 10.5 mL, los valores de PDVI permanecen invariables durante los 120 

minutos de experimentación, recogidos a través de los valores obtenidos a los 30, 

70 y 120 minutos (79.06 ± 3.50; 85.76 ± 4.57; 82.36 ± 4.30 mm Hg, 

respectivamente). En el gráfico 1A también podemos observar que a esta velocidad 

en el periodo de estabilización que se registra en los primeros 30 minutos, no se 

observan diferencias significativas entre el control (79.06 ± 3.51 mm Hg) y las 

derivaciones protocolares IRSP (72.99 ± 5.80 mm Hg) e IRDO (85.71 ± 11.87 mm 

Hg). A los 10 minutos post-isquemia, representado en el gráfico cómo minuto 70, 

cuando la isquemia se induce por DO observamos una disminución significativa de 

la PDVI (Control=85.75 ± 4.57 mm Hg ; IRDO= 47.52 ± 10.65 mm Hg ) y en el minuto 

120 se mantiene la diferencia significativa ente el grupo IR y el IRDO, siendo los 

valores de PDVI de 82.36 ± 4.30 mm Hg para el grupo control y de 46.79 ± 9.26 mm 

Hg en IRDO (Tabla 3, Gráfico 1A).  

10.1.2. Protocolo de perfusión 12 mL/min 

Cuando la velocidad de perfusión se establece en 12 mL/min, los valores de PDVI 

en el grupo control disminuyen en el tiempo, siendo de 79.01 ± 9.46 al minuto 30 y 

de 61.14 ± 5.30 mm Hg a los 120 minutos (Tabla 3, Gráfico 1B). 
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A pesar de que para el grupo perfundido a 12 mL/min observamos una tendencia 

natural hacia la reducción del trabajo cardiaco, consideramos la realización de los 

ensayos, incluyendo la variable de inducción de la I/R para esta velocidad. Así, en 

los grupos de isquemia experimental desarrollados a velocidad de 12 mL/min 

(Gráfico 1B), no se observan diferencias significativas entre los grupos control y 

protocolos de I/R (Control= 79.01 ± 9.46 mm Hg; IRSP= 68.22 ± 10.45 mm Hg: 

IRDO= 80.10 ± 6.30 mm Hg).  

Para este protocolo de perfusión, a los 70 minutos se observa una tendencia a la 

disminución del parámetro de PDVI en el grupo IRDO (39.67 ± 8.90 mm Hg) si lo 

comparamos con los valores obtenidos en el grupo control en el mismo periodo 

(71.47 ± 8.25 mm Hg). A los 120 minutos al realizar una valoración comparativa 

entre los grupos que fueron perfundidos a la velocidad de 12 mL/min, podemos 

observar que, por una parte, los corazones del grupo control tienden a una 

reducción significativa de la PDVI (61.14 ± 5.30 mm Hg), en tanto que los grupos 

sometidos a I/R la actividad se mantiene (IRSP = 58.20 ± 12.02 mm Hg ) o aumentan 

(IRSO = 42.15 ± 9.38 mm Hg). Este comportamiento marca como resultado que, a 

los 120 minutos de actividad protocolar, no haya diferencias entre los grupos 

controles 12 mL/min e I/R (Tabla 3, Gráfico 1B). 
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Tabla 3. Valores de presión desarrollada por el ventrículo izquierdo en los grupos controles para los protocolos descritos a 

las velocidades de 10.5 y 12 mL/min y las derivaciones protocolares que modifican el método de inducción de I/R. 

 

Tiempo 

(min) 

Velocidad de perfusión de 10.5 mL/min Velocidad de perfusión de 12 mL/min 

Control IRSP IRDO Control IRSP IRDO 

30  79.06 ± 3.51 72.99 ± 5.80 85.71 ± 11.87 79.01 ± 9.46 68.22 ± 10.45 80.10 ± 6.30 

70 85.75 ± 4.57 65.70 ± 9.47 47.52 ± 10.65* 71.47 ± 8.25 62.64 ± 8.76 39.67 ± 8.90 

120 82.36 ± 4.30 72.07 ± 9.14 46.79 ± 9.26* 61.14 ± 5.30 58.20 ± 12.02 42.15 ± 9.38 

Se presentan los datos de la media ± SEM de PDVI para un n=8  

* p<0.05 vs control 10.5 mL/min; ** p<0.05 vs control 12 mL/min  
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Gráfico 1. Efecto sobre la presión desarrollada por el ventrículo izquierdo (PDVI) de los 
protocolos de corazón perfundido a diferentes velocidades de perfusión (10.5 y 12 

mL/min) y sometidos a lesión por isquemia/reperfusión, por supresión de perfusión (SP) 
o deprivación de oxígeno (DO). * p<0.05 vs control 10.5 mL/min;  n=8. 
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10.2. Doble producto  

 

10.2.1. Protocolo de perfusión 10.5 mL/min 

El proceso de estandarización del modelo incluyó la evaluación del DP. Este 

parámetro se calcula al multiplicar la PDVI por la FC, ambos valores son obtenidos 

del programa de adquisición de datos. 

Durante los 120 minutos del experimento los valores de DP para el grupo control 

10.5 ml/min se mantuvieron constantes, pudiendo observarse al minuto 30 un valor 

de DP de 21.75 x103 ± 1.62 x103 mm Hg . lpm y para los minutos 70 y 120; los 

valores de DP son 22.61 x103 ± 1.38 x103 y 21.25 x103 ± 1.11 e3 mm Hg . lpm, 

respectivamente. Con el propósito de verificar si existe diferencias significativas 

entre los grupos experimentales antes de inducir la isquemia (minuto 30), se 

compararon los valores de DP en ese tiempo, encontrándose que no existían 

diferencias significativas entre el control 10.5 mL/min (21.75 x103 ± 1.62 x103 mm 

Hg . lpm) y los grupos IRSP (19.52 x103 ± 1.76 x103 mm Hg . lpm) e IRDO (22.29 

x103 ± 2.29 x103 mm Hg . lpm) (Tabla 4, Gráfico 2A). 

Diez minutos después de iniciada la reperfusión (minuto 70), con el protocolo de 

inducción de la isquemia mediante la DO, se observa que el valor de DP es 

significativamente menor en el grupo IRDO (10.36 x103 ± 2.66 x103 mm Hg . lpm), 

comparado con el control, donde el DP al mismo tiempo fue de 22.61 x103 ± 1.38 

x103 mm Hg . lpm (Tabla 4, Gráfico 2A). 

En el minuto 120 se mantiene la diferencia significativa ente el grupo Control 10.5 

mL/min y el IRDO, siendo los valores de DP de 21.25 x103 ± 1.11 x103 mm Hg . lpm 

para el grupo control y de 12.35 x103 ± 2.36 x103 mm Hg . lpm en IRDO (Gráfico 

2A).  
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10.2.2. Protocolo de perfusión 12 mL/min 

Cuando el corazón fue perfundido a una velocidad de 12 ml/min, el valor de DP en 

el grupo control fue decreciendo a partir del valor inicial de 19.58 x103 ± 2.31 x103 

mm Hg . lpm, hasta un valor de 13.48 x103 ± 1.36 x103 mm Hg . lpm al final de la 

perfusión, reflejando una disminución del trabajo cardiaco durante el experimento. 

Cuando se compararon los grupos experimentales perfundidos a una velocidad de 

12 mL/min, antes de inducir la isquemia, no se observan diferencias entre los grupos 

(Control 12 mL/min=19.58 x103 ± 2.31 x103 mm Hg . lpm; IRSP= 18.49 x103 ± 2.80 

x103 mm Hg . lpm, IRDO= 21.53 x103 ± 2.11 x103 mm Hg . lpm) (Tabla 4, Gráfico 

2B). 

A los 70 minutos, con el protocolo de isquemia por DO, se observa un menor valor 

de DP cuando se compara con el grupo control 12 mL/min (11.03 x103 ± 2.23 x103 

y 16.92 x103 ± 1.99 x103 mm Hg . lpm, respectivamente), sin que la diferencia tenga 

significancia estadística (Tabla 4, Gráfico 2B). Cuando la isquemia es inducida por 

el protocolo de SP no se observan cambios estadísticamente significativos a 

ninguna de las velocidades ensayadas. 

En la Tabla 4, se puede observar que los valores de DP para los grupos control 12 

ml/min, IRSP e IRDO son similares una vez finalizada la estandarización (19.58 x103 

± 2.31 x103, 18.49 x103 ± 2.80 x103 y 21.53 x103 ± 2.11 x103, respectivamente). 

Mientras que los valores para el grupo IRSP se mantienen constante hasta el final 

del experimento (17.43 x103± 2.49 x103), una reducción no significativa se observó 

para los grupos control 12 ml/min e IRDO a los 120 min (13.48 x103 ± 1.36 x103, 

11.04 x103 ± 1.99 x103, respectivamente). Este comportamiento deriva en una 

ausencia de las diferencias significativas entre el grupo control12 ml/min y los 

Grupos I/R (Gráfico 2B). 
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Tabla 4. Valores de doble producto en los grupos controles para los protocolos descritos a las velocidades de 10.5 y 12 

mL/min y las derivaciones protocolares que modifican el método de inducción de I/R. 

 

 

 

 

Tiempo 

(min) 

Velocidad de perfusión de 10.5 mL/min Velocidad de perfusión de 12 mL/min 

Control IRSP IRDO Control IRSP IRDO 

30  21.75 ± 1.62  19.52 ± 1.76  22.39 ± 2.29  19.58 ± 2.31  18.49 ± 2.80  21.53 ± 2.11  

70 22.21 ± 1.38  15.36 ± 2.05  10.36 ± 2.66 * 16.92 ± 1.99  16.32 ± 2.12  11.03 ± 2.23  

120 21.25 ± 1.11  17.28 ± 2.42  12.35 ± 2.36 * 13.48 ± 1.36  17.43 ± 2.49  11.04 ± 1.99  

Se presentan los datos de la (media ± SEM) x103 de DP para un n=8  

* p<0.05 vs control 10.5 mL/min; ** p<0.05 vs control 12 mL/min  
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Gráfico 2. Efecto sobre el doble producto (DP) de los protocolos de corazón perfundido 
a diferentes velocidades de perfusión (10.5 y 12 mL/min) y sometidos a lesión por 
isquemia/reperfusión, por supresión de perfusión (IRSP) o deprivación de oxígeno 

(IRDO). * p<0.05 vs control 10.5 mL/min;  n=8 
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10.3. Max dP/dt 

10.3.1. Protocolo de perfusión 10.5 mL/min 

Otro parámetro que fue monitoreado durante la estandarización fue el Max dP/dt. 

Este parámetro se obtiene a partir de la curva de presión de un latido y se relaciona 

con la contractilidad cardiaca. Cómo fue observado en la PDVI y en el DP, los 

valores de Max dP/dt en el grupo control 10.5 mL/min se mantuvieron poco 

variables; partiendo de un valor pre-isquemia de 2.80 x103 ± 0.19 x103 mm Hg/s, 

hasta completar los 60 minutos pos-isquemia (120 minutos en Tabla 5 y el Gráfico 

3), en donde el valor fue 2.71 x103 ± 0.19 x103 mm Hg/s.  

Los valores de Max dP/dt para los grupos experimentales perfundidos a esta 

velocidad de perfusión no presentaron diferencias estadísticas significativas con 

respecto al control en el minuto 30, antes de inducir la isquemia, (Control 10.5 

mL/min= 2.80 x103 ± 0.19 x103 mm Hg/s, IRSP= 2.67 x103 ± 0.14 x103 mm Hg/s y 

IRDO= 3.24 x103 ± 0.38 x103 mm Hg/s) (Tabla 5, Gráfico 3A) 

Para el minuto 70, el comportamiento observado en el grupo al que se le induce la 

isquemia mediante la SP, es la disminución del valor del Max dP/dt. El efecto de la 

isquemia sobre el valor de Max dP/dt es significativo cuando se compara el grupo 

IRDO con el control (1.46 x103 ± 0.27 103 vs 2.97 x103 ± 0.18 x103 mm Hg/s, 

respectivamente). En el Gráfico 3A y Tabla 5, se puede observar los resultados 

para los grupos experimentales. 

A los 120 minutos de iniciado el protocolo de perfusión, el grupo IRSP refleja una 

recuperación de la contractilidad cardiaca (2.70 x103 ± 0.40 x103 mm Hg/s), un valor 

que es similar al control obtenido en este grupo antes de la isquemia (2.67 x103 ± 

0.14 x103 mm Hg/s). En cambio, el grupo IRDO mantuvo valores de Max dP/dt bajos, 

en especial cuando se comparan con el control 10.5 mL/min a los 120 minutos 

(Control 10.5 mL/min= 2.70 x103 ± 0.40 x103 mm Hg/s; IRDO= 1.87 x103 ± 0.34 x103 

mm Hg/s) (Tabla 5, Gráfico 3A). 
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10.3.2. Protocolo de perfusión 12 mL/min 

 

Los valores de Max dP/dt desarrollados por los corazones del grupo control 

sometidos a la velocidad de perfusión de 12 ml/min, fueron disminuyendo durante 

el experimento, empezando con un valor de 3.02 x103 ± 0.21 x103 mm Hg/s al minuto 

30; 2.78 x103 ± 0.21 x103 mm Hg/s al minuto 70 y finalizando con un valor de 2.39 

x103 ± 0.19 x103 mm Hg/s a los 120 minutos, lo que refleja una disminución en la 

capacidad contráctil del corazón.  

Los valores de Max dP/dt desarrollados antes de inducir la isquemia (30 minutos) 

fueron similares entre los grupos experimentales, en donde los valores para IRSP e 

IRDO fueron de 2.79 x103 ± 0.37 x103 mm Hg/s y 2.80 x103 ± 0.19 x103 mm Hg/s; 

respectivamente (Tabla 5, Gráfico 3B). 

A esta velocidad de perfusión, al minuto 70,  el protocolo de inducción de isquemia 

por SP no produjo una disminución significativa del valor, siendo que el valor de Max 

dP/dt del control es de 2.76 x103 ± 0.21 x103 mm Hg/s y el del IRSP es de 2.19 x103 

± 0.31 x103 mm Hg/s (Tabla 5, Gráfico 3B). En cambio, en el grupo IRDO se 

observa una diferencia significativa cuando se compra con sus respectivos controles 

(IRDO= 1.49. x103 ± 0.32 x103; Control = 2.39 x103± 0.19 x103 mm Hg/s). 

Finalmente, a los 120 minutos de experimento los valores de Max dP/dt en el grupo 

con protocolo de inducción mediante la SP reflejaron un aumento (IRSP= 2.92 x103 

± 0.43 x103 mm Hg/s), comparados con el valor del Control 12mL/min= 2.39 x103 ± 

0.19 x103 mm Hg/s. Sin embargo, cuando la inducción de la isquemia se realiza 

mediante la DO, los valores de Max dP/dt se mantienen disminuidos (IRDO= 1.51 

x103 ± 0.30 x103 mm Hg/s); aunque esta no es una reducción significativa cuando 

se compara con el control 12 mL/min= 2.39 x103 ± 0.19 x103 mm Hg/s (Tabla 5, 

Gráfico 3B). 
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Tabla 5. Valores de Max dP/dt en los grupos controles para los protocolos descritos a las velocidades de 10.5 y 12 mL/min 

y las derivaciones protocolares que modifican el método de inducción de I/R. 

 

 

Tiempo 

(min) 

Velocidad de perfusión de 10.5 mL/min Velocidad de perfusión de 12 mL/min 

Control IRSP IRDO Control IRSP IRDO 

30  2.80 ± 0.19  2.67 ± 0.14  3.24 ± 0.38  3.03 ± 0.21  2.79 ± 0.37  2.72 ± 0.18  

70 2.97 ± 0.18  2.05 ± 0.24  1.46 ± 0.27 * 2.77 ± 0.21  2.19 ± 0.30  1.49 ± 0.32 ** 

120 2.71 ± 0.19  2.70 ± 0.40  1.87 ± 0.34 * 2.39 ± 0.19  2.92 ± 0.43  1.51 ± 0.30  

Se presentan los datos de la (media ± SEM) x103 de Max dP/dt para un n=8  

* p<0.05 vs control 10.5 mL/min; ** p<0.05 vs control 12 mL/min 
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Gráfico 3. Efecto sobre la contractilidad miocárdica (Max dP/dt) de los protocolos de 
corazón perfundido a diferentes velocidades de perfusión (10.5 y 12 mL/min) y 
sometidos a lesión por isquemia/reperfusión, por supresión de perfusión (SP) o 

deprivación de oxígeno (DO). * p<0.05 vs control 10.5 mL/min; n=8 
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10.4. Min dP/dt 

10.4.1. Protocolo de perfusión 10.5 mL/min 

El parámetro que se correlaciona a la relajación del miocardio también fue estimado 

en los diferentes grupos y protocolos, al igual que el MaxdP/dt, el Min dP/dt es un 

parámetro que se deriva de la curva de presión de un latido.  

Al analizar la variabilidad del corazón a partir de los datos de Min dP/dt en el grupo 

control observamos que este parámetro se mantiene estable a lo largo del 

experimento (minuto 30= -1.74 e3 ± 0.12 x103 mm Hg/s; minuto 70= -1.78 x103 ± 

0.11 x103 mm Hg/s y minuto 120= -1.61 x103 ± 0.13 x103 mm Hg/s) (Tabla 6 y 

Gráfico 4A). En el minuto 30 de perfusión, no se observan diferencias significativas 

entre el control 10.5 mL/min (-1.74 x103 ± 0.12 x103 mm Hg/s) y los grupos IRSP (-

1.61 x103 ± 0.27 x103 mm Hg/s) e IRDO (-1.83 x103 ± 0.19 x103 mm Hg/s) (Tabla 6 

y Gráfico 4A). El Min dP/dt durante el minuto 70, el grupo de IRDO muestra un 

reducción significativa en la capacidad de relajación (-0.97 x103 ± 0.18 x103 mm 

Hg/s) cuando se compara con el grupo control 10.5 mL (-1.78 x103 ± 0.11 x103 mm 

Hg/s). Esta diferencia no se observó con el grupo IRSP que obtuvo un valor de Min 

dP/dt de -1.11 x103 ± 0.16 x103 mm Hg/s (Tabla 6 y Gráfico 4A). 

Con el protocolo de velocidad 10.5 ml/min, en el minuto 120 se observa una 

diferencia no significativa entre el control 10.5 mL/min (-1.61 x103 ± 0.13 x103 mm 

Hg/s) y el grupo IRDO (-0.97 x103 ± 0.16 x103 mm Hg/s). Esto también ocurre con 

el grupo ISRP que obtuvo un valor de -1.65 x103 ± 0.32 x103 mm Hg/s, que es 

bastante similar al del control 10.5mL/min (Tabla 6 y Gráfico 4A). 
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10.4.2. Protocolo de perfusión 12 mL/min 

En la Tabla 6 y Gráfico 4B, se aprecia para el grupo control 12 ml/min una 

tendencia a la disminución de los valores del de Min dP/dt a medida que transcurre 

el tiempo de experimentación. Al minuto 30, el valor fue de -1.62 x103 ± 0.19 x103 

mm Hg/s, en el minuto 70 de -1.43 x103 ± 0.18 x103 y a los 120 minutos el Min dP/dt 

fue de -1.10 e3 ± 0.14 x103 mm Hg/s. 

A los 30 minutos, finalizado el periodo de estabilización, para el grupo IRSP el valor 

de Min dP/dt es de -1.54 x103 ± 0.25 x103 mm Hg/s y en el grupo IRDO el valor de 

es de -1.55 x103 ± 0.13 x103 mm Hg/s (Tabla 6 y Gráfico 4B). Esto que nos lleva a 

concluir que a la velocidad de perfusión de 12 ml/min, todos los grupos 

experimentales parten de una similar capacidad de relajación miocárdica. 

Cuando valoramos el valor de Min dP/dt al minuto 70 no se observan diferencias 

significativas de los grupos de IRSP (-1.31 x103 ± 0.17 x103 mm Hg/s) e IRDO (-

0.84 x103 ± 0.15 x103 mm Hg/s) con su respectivo control (-1.43 x103 ± 0.18 x103 

mm Hg/s); en parte esto se explica por la disminución observada en el valor del 

grupo control 12mL/min. 

El comportamiento de los valores de Min dP/dt los 120 minutos de experimento, se 

resumen en la Tabla 6 y Gráfico 4B, en la que se puede observar que en los grupos 

control e IRDO los corazones tienden a una pérdida de su capacidad relajante 

(Control 12mL/min= 1.01 x103 ± 0.14 x103 e IRSP= -1.52 x103 ± 0.17 x103 mm Hg/s) 

(Gráfico 4B). 
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Tabla 6. Valores de Min dP/dt en los grupos controles para los protocolos descritos a las velocidades de 10.5 y 12 mL/min 

y las derivaciones protocolares que modifican el método de inducción de I/R. 

 

Tiempo 

(min) 

Velocidad de perfusión de 10.5 mL/min Velocidad de perfusión de 12 mL/min 

Control IRSP IRDO Control IRSP IRDO 

30  -1.74 ± 0.12 -1.61 ± 0.27 -1.83 ± 0.19 -1.62 ± 0.19 -1.54 ± 0.25 -1.55 ± 0.13 

70 -1.79 ± 0.11 -1.11 ± 0.16 -0.97 ± 0.18 * -1.43 ± 0.18 -1.31 ± 0.17 -0.83 ± 0.15 

120 -1.61 ± 0.13 -1.65 ± 0.32 -0.97 ± 0.16  -1.10 ± 0.14 -1.52 ± 0.17 -0.92 ± 0.16 

Se presentan los datos de la (media ± SEM) x103 de Min dP/dt para un n=8  

* p<0.05 vs control 10.5 mL/min; ** p<0.05 vs control 12 mL/min 
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Gráfico 4. Efecto sobre la presión desarrollada por el ventrículo izquierdo (PDVI) de los 
protocolos de corazón perfundido a diferentes velocidades de perfusión (10.5 y 12 mL) y 

sometidos a lesión por isquemia/reperfusión, por supresión de perfusión (SP) o 
deprivación de oxígeno (DO). * p<0.05 vs control 10.5 mL/min; n=8. 
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11. Evaluación del efecto cardioprotector de Nebivolol y 

Trimetazidina, solos y en combinación, empleando el modelo de 

I/R 

Basados en los resultados de la estandarización, para la evaluación de la actividad 

cardioprotectora de los fármacos y tratamientos combinados, se establece utilizar la 

velocidad de perfusión de 10.5 mL/min y la deprivación de oxígeno cómo protocolo 

de inducción de la lesión por I/R. Adicionalmente, siendo que durante la fase 

estandarización, los cambios más consistentes con una lesión isquémica se 

obtuvieron a los 70 minutos, el efecto de las intervenciones farmacológicas se 

evalúo en este periodo que corresponde a los 10 minutos post-isquemia. 

En esta sección, y tal cómo se hiciera de manifiesto en la metodología, para la 

representación de los parámetros hemodinámicos optamos por presentar los 

resultados de los tratamientos como % de cambio, considerando cómo el 100% de 

actividad o actividad cardioprotectora deseable, el valor obtenido en el grupo control 

a los 70 minutos.  

11.1. Efecto cardioprotector de los tratamientos 

11.1.1. Parámetros hemodinámicos de corazones sometidos a I/R y 

perfundidos con Trimetazidina 

La valoración de la lesión por I/R inicia por señalar que en el grupo I/R el valor de 

PDVI a los 70 minutos fue del 64.53 ± 5.94 % con respecto al control, reflejando una 

reducción significativa del parámetro hemodinámico. En los corazones perfundidos 

con TMZ durante 7 minutos antes del periodo de isquemia, se observa que a la 

concentración de 25 µM, el fármaco modulador del metabolismo cardiaco mejora el 

desarrollo de la presión ventricular, parámetro establecido por un valor de PDVI de 

84.88 ± 9.01 %. A pesar de que a esta concentración TMZ no alcanza diferencia 

significativa frente al grupo de I/R, los valores se acercan sin diferencias 

significativas a la normalidad del parámetro representado por el 100% del grupo 

control no sometido a isquemia (Gráfico 5A). Al perfundir la TMZ 100 µM el valor 
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normalizado de PDVI es 64.54 ± 14.51 %, siendo similar al grupo I/R (64.53 ± 5.93 

%) (Gráfica 5A) y estadísticamente inferior al control (100 ± 3.32 %) (Gráfico 5A). 

El pre-acondicionamiento con TMZ 25 µM tiende a mejorar el gasto cardiaco 

representado por el valor de DP (92.26 ± 5.88 %), si lo comparamos con el valor 

desarrollado en los corazones sometidos a I/R (59.94± 3.85%). La mayor 

consideración de este resultado radica en la ausencia de diferencia entre el grupo 

TMZ 25 (92.26 ± 5.88 %) y el grupo control (100 ± 3.85%). En cambio, la perfusión 

de TMZ a 100 µM genera una disminución significativa del valor normalizado de DP 

(60.54 ± 14.16 %) comparado con el 100 ± 3.85 % del grupo control (Gráfica 5B). 

El efecto benéfico generado por la perfusión de TMZ 25 µM también se observa en 

la actividad contráctil, ya que, mientras el grupo I/R presenta un valor normalizado 

de Max dP/dt equivalente al 60.74 ± 9.34, el fármaco mejora la contractilidad al 

desarrollar un Max dP/dt de 90.93 ± 8.50 %, cercano al del Control (100 ± 4.23%). 

Por otra parte, la perfusión con TMZ 100 µM no generó el mismo efecto protector 

sobre la contractilidad, desarrollando un valor de Max dP/dt más cercano al grupo 

I/R (65.0 ± 14.24% y 60.74 ± 9.34, respectivamente) (Gráfico 5C). 

El efecto de la TMZ sobre la relajación miocárdica fue más discreto, tanto a la 

concentración de 25 µM cómo a la de 100 µM, donde el valor de Min dP/dt fue de 

81.20 ± 10.01 y 58.66 ± 10.72 %, respectivamente, frente al Min dP/dt del grupo I/R 

(67.37± 7.10 %). Para este dato, sigue siendo la concentración más baja ensayada 

la que muestra una marcada tendencia a mejorar la actividad cardiaca, al lograr 

valores de relajación sin diferencias significativas con respecto a la actividad 

deseable desarrollada en el grupo no isquémico (100 ± 4.06 %) (Gráfico 5D). 
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Gráfico 5.  Efecto desarrollado por la Trimetazidina sobre la presión desarrollada por el 
ventrículo izquierdo (PDVI) (A); doble producto (DP) (B); Max dP/dt (C) y Min dP/dt (D) 

en corazones aislados y perfundidos sometidos a I/R. * p<0.05 vs control; n=8 
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11.1.2. Parámetros hemodinámicos de corazones sometidos a I/R y 

perfundidos con Nebivolol 

La reducción del valor normalizado de la PDVI se observa en el grupo I/R después 

de inducir la isquemia alcanzando valores de 64.53 ± 5.94% del efecto cardiaco 

deseable. La administración del NEB exhibe un comportamiento dosis dependiente, 

en donde la menor concentración posee el mayor efecto cardioprotector sobre la 

PDVI. En el Gráfico 6A se observa que el valor normalizado de PDVI en el grupo 

perfundido con NEB 10 µM,  93.02 ± 7.44%, es cercano al perfil del grupo control 

(100 ± 3.32 %). Por otro lado, la perfusión de NEB 25µM, genera un valor de PDVI 

de 79.38 ± 9.95 %, aunque este valor es ligeramente mayor que el del grupo I/R, su 

efecto no es estadísticamente significativo. El efecto beneficioso del NEB sobre el 

DP no fue evidente a las concentraciones de 10 µM (68.86 ± 4.00 %) y 25 µM (31.71 

± 5.84 %), valores que son más cercanos al grupo I/R, que generó una disminución 

significativa del valor del DP (59.95 ± 8.46 %), esto cuando se compara con el grupo 

control (100 ± 3.85) (Gráfico 6B). Sobre la contractilidad cardiaca, NEB 10 µM es 

capaz de mantener un 92.43 ± 4.97 % de la capacidad contráctil vs el 60.74 ± 9.34% 

que se obtuvo en el grupo I/R. Por su parte, los valores normalizados del Max dP/dt 

obtenidos de la perfusión con NEB 25 µM (64.02 ± 14.38%), disminuyen 

significativamente respecto a los los valores del grupo control (100 ± 4.23%) 

(Gráfico 6C). 

El efecto de la perfusión del betabloqueante sobre la relajación miocárdica genera 

un 88.67 ± 3.83% de la relajación observada en el grupo control (100 ± 4.06 %.), el 

efecto de NEB es dosis dependiente, donde la dosis de 10 µM de NEB genera un 

valor de Min dP/dt de 88.67 ± 3.83% y la concentración de 25 µM de NEB generó 

un valor estadísticamente muy inferior (56.87± 9.19%) al desarrollado por el del 

control (100 ± 4.06%.)(Gráfica 6D). Finalmente, la perfusión con NEB 100 µM en 

los corazones abolió casi por completo el desarrollo de la PDVI (15.16 ± 7.8%), el 

DP (1.91 ±1.02 %), el Max dP/dt (6.12 ± 0.32 % ) y el Min dP/dt ( 9.52 ± 0.4 %)  
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Gráfico 6.  Efecto desarrollado por la Nebivolol sobre la presión desarrollada por el 
ventrículo izquierdo (PDVI) (A); doble producto (DP) (B); Max dP/dt (C) y Min dP/dt (D) 

en corazones aislados y perfundidos sometidos a I/R. * p<0.05 vs control;  . n=8 
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11.1.3. Parámetros hemodinámicos de corazones sometidos a I/R y 

perfundidos con Trimetazidina y Nebivolol 

 

Los corazones sometidos la isquemia por DO alcanzaron un valor normalizado de 

PDVI de 64.53 ±3.32 %. El valor normalizado obtenido de la perfusión de la mezcla 

de los NEB y TMZ generó un valor de PDVI de 90.50 ± 7.94%, que se asemeja al 

efecto alcanzado por la perfusión de NEB 10 µM (93.02 ± 7.44 %) y ambos son muy 

cercanos al valor del control ( 100. ± 3.32 %). Sin embargo, estos se alejan del 

efecto que se obtuvo al perfundir TMZ 100 µM (64.54 ± 14.51 %) (Gráfico 7A). En 

el caso de trabajo cardiaco, el efecto combinado de los fármacos mantiene un 

comportamiento similar al observado en los efectos de los fármacos individuales. 

Resultando en que el valor del DP de la combinación fue de 77.34 ±5.65 %; un valor, 

que sin ser significativo es mayor al obtenido por NEB 10 µM (68.86 ± 4.00 %) o 

TMZ 100 µM (60.54 ± 14.16 %) (Gráfico 7B). La acción de NEB y TMZ desarrolló 

un valor de Max dP/dt de 90.92 ± 8.48 % del valor del grupo control (100 ± 4.23%) 

y si se compara con el grupo I/R (60.75 ± 4.34 %) la perfusión de la combinación de 

fármacos mejoró la contractilidad cardiaca después de la isquemia. Debemos 

señalar, que el valor del Max dP/dt obtenido con la mezcla de los productos, es 

similar al presentado con la administración de NEB 10 µM, desarrollando un valor 

de Max dP/dt de 92.43 ± 4.97 % (Gráfico 7C). Cómo se observa en el Gráfico 7D, 

la administración conjunta de los fármacos generó un valor de Min dP/dt (95.41 ± 

5.39 %), muy cercano al valor del control (100 ± 4.06 5%); e incluso mayor al valor 

de los corazones perfundidos con NEB 10 µM (88.67 ± 3.83). Adicionalmente, si se 

compara el comportamiento del grupo perfundido con la combinación se puede 

evidenciar una diferencia con los comportamientos del grupo I/R (67.38 ± 7.09 %) y 

del grupo perfundido con TMZ 100 µM (58.66 ± 10.72 %).  
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Gráfico 7.  Efecto desarrollado por Trimetazidina y Nebivolol sobre la presión 
desarrollada por el ventrículo izquierdo (PDVI) (A); doble producto (DP) (B); Max dP/dt 
(C) y Min dP/dt (D) en corazones aislados y perfundidos sometidos a I/R. * p<0.05 vs 

control;  . n=8 
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12.1.4.  Área de infarto  

En el Gráfico 8, se muestran los resultados del área de infarto obtenidos a partir de 

la tinción con TTC al 1%. En el grupo control, el área de infarto de infarto fue menor 

del 7% mientras que el área de infarto en el grupo I/R alcanzo un 51.07 %. 

La mayor área de infarto alcanzada fue con NEB 100 µM siendo esta de un 80.53%. 

Sin embargo, las menores concentraciones generaron una reducción del área de 

infarto, de esta forma para NEB 25 µM el área fue de 33.71% y para NEB 10 µM fue 

de 27.55%. El comportamiento en el efecto de la TMZ fue similar al observado con 

NEB, donde la mayor concentración del fármaco fue la que generó mayor área de 

infarto (TMZ 100 µM, 56.16 %) en comparación con la menor concentración (TMZ 

25 µM, 32.24 %). La mezcla de los fármacos logro reducir el área de infarto 

generada por la I/R hasta valores cercanos a los corazones controles (16.52 % y 

6.2%,  respectivamente) 
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Gráfico 8.  Área de infarto desarrolladas por las diferentes intervenciones 
experimentales.          * p<0.05 vs control;  . n=4 
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12. Evaluación de la actividad vascular de Nebivolol y 

Trimetazidina 

12.1. Efecto vascular de Nebivolol y Trimetazidina en anillos de aorta de rata 

con endotelio precontraidos con FE 

En el Gráfico 9 se presentan los resultados obtenidos en este protocolo. Podemos 

observar que la ACh generó una relajación máxima del 97.05% a la concentración 

de 1 x10-4 M. Para el NEB, a esa misma concentración, encontramos una relajación 

promedio de 94.31%, sin evidenciar diferencias significativas en el efecto máximo 

entre ambos compuestos. En el caso de las CE50 calculadas, obtuvimos valores de 

2.532 x10-6 M para ACh; mientras que para NEB este parámetro fue de 5.795 x10-6 

M, indicando que ambas CE50 están en el mismo orden de magnitud. Por su parte, 

TMZ solo alcanzó una relajación máxima del 37.54 % , a la máxima concentración 

ensayada (1x10-3 M) indicando una muy débil actividad vascular directa en 

comparación con NEB. 

 

  

 

Gráfico 9.  Curva concentración-respuesta de NEB, TMZ y ACh (1x10-8 a 1x10-3 M) 
evaluadas en anillos de aorta de rata con endotelio intacto (E+) y precontraidos con 

fenilefrina (FE 1x10-6 M). n= 6; X±ES. 
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12.2. Efecto de Nebivolol y Trimetazidina sobre la curva concentración-

respuesta a noradrenalina en anillos de aorta aislada de rata. 

Para este protocolo experimental (Gráfico 10A) evaluamos los efectos de la 

incubación con dos concentraciones de TMZ. Tal y como podemos observar, la 

adición creciente de NA induce una respuesta vasoconstrictora que alcanza el 100% 

de eficacia. La incubación con 25 µM de TMZ, previo a la generación de la curva 

concentración respuesta, causa una reducción de la eficacia máxima del agonista 

adrenérgico, el cual alcanza un efecto máximo de 93.39%, sin evidenciar diferencias 

significativas en este parámetro. Sin embargo, para la CE50, de ambas curvas 

obtuvimos una variación, ya que la CE50 de la curva control (NA) fue de 4.20 x10-8 

M mientras que con la incubación esta variable se modificó a un valor de 1.03 x10-7 

M; indicando un ligero desplazamiento de la curva hacia la derecha. 

La incubación con TMZ 100 µM,  generó una disminución de la contracción máxima 

inducida por NA, permitiéndole alcanzar una eficacia máxima de 55.70 %. Así 

mismo, la CE50 fue ampliamente modificada alcanzando un valor de 1.10 x10-6 M; y 

evidenciando diferencias significativas  (p< 0.05) en ambos parámetros estudiados, 

para la incubación con la concentración más alta de TMZ. 

Por otra parte, los efectos de la incubación con NEB sobre la respuesta vascular de 

NA, se resumen en el Gráfico 10B. En este grupo de experimentos, pudimos 

observar que la incubación con ambas concentraciones de NEB (25 y 100 µM) 

causó una disminución en la contracción máxima inducida por el neurotransmisor y 

un desplazamiento a la derecha de la curva. Así, al incubar con NEB 25 µM, la 

eficacia máxima generada fue de 47.49% alcanzando diferencias estadísticamente 

significativas. Por su parte, la adición de NEB 100 µM causó una reducción del 

efecto contráctil de NA, permitiéndole alcanzar un valor de 15.39% y estableciendo 

también diferencias significativas con respecto a la curva control (sin incubación).  

Para el caso de la CE50, se observa un incremento de este parámetro con la 

concentración de NEB 25 µM en relación con el control (3.446x10-5 M vs. 4.20 x10-

8 M) mientras que para la incubación con NEB 100 µM, este parámetro no pudo 

determinarse.  
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Gráfico 10.  Evaluación del efecto inhibitorio de Trimetazidina y Nebivolol (25 y 100 µM) 
sobre la respuesta contráctil de noradrenalina (1x-10-9 M a 1x10-5 M) en anillos de 

aorta  de ratas con endotelio intacto (E+).  n= 6; X±ES. 
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12.3. Efecto de la combinacón Nebivolol y Trimetazidina sobre la curva 

concentración-respuesta a noradrenalina en anillos de aorta aislada de 

rata. 

Debido a la acciones inhibitorias observadas por la incubación con NEB y TMZ, nos 

propusimos determinar si la combinación de ambos compuesto podría generar un 

sinergismo. Los resultados de este protocolo se presentan en el Gráfico 11. 

 Para estos ensayos decidimos emplear una combinación de NEB 25 µM + TMZ 25 

µM y NEB 25 µM + TMZ 100 µM. De esta manera, cuando comparamos el efecto 

generado por las combinaciones de ambos compuestos, podemos determinar que 

hay modificación significativa en comparación a la respuesta contráctil máxima 

inducida por NA (control); pero a su vez esta respuesta máxima es similar a la 

obtenida con la incubación de 100 M de TMZ. Un hallazgo importante que 

observamos es el hecho que la combinación de ambos fármacos causa un 

incremento de la CE50 y desplazamiento de la curva hacia la derecha (NEB 25 µM 

+ TMZ 25 µM = 1.2 x10-5 y NEB 25 µM + TMZ 100 µM = 1.34 x10-5).  

 

  

 

Gráfico 11.  Evaluación del efecto inhibitorio de la combinación NEB-TMZ sobre la 
respuesta contráctil de noradrenalina (1x-10-9 M a 1x10-5 M) en anillos de aorta  de 

ratas con endotelio intacto (E+).  n= 6; X±ES. 
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12.4. Efecto de Nebivolol y/o Trimetazidina sobre la relajación inducida por 

acetilcolina 

 

Los resultados experimentales de esta sección se representan en los Gráficos 12A 

y 12B, en donde podemos observar que la incubación con TMZ 25 µM no indujo 

diferencias significativas en la CE50 comparado con el control (3.71 x10-7 M y 1.19 

x10-7 M respectivamente). Para la concentración de TMZ 100 µM observamos una 

disminución significativa del porcentaje de relajación, alcanzando un valor de 55.16 

%,  comparada con el control ACh (100%) . La CE50 para el grupo TMZ 100µM fue 

de 1.10e-6 M en comparación con la CE50 del grupo control ACh (1.65 x10-7 M), lo 

que indica un incremento de este parámetro. 

Por su parte, la concentración más baja de NEB (25 µM) no indujo cambios 

significativos en la relajación de ACh; mientras que la incubación con NEB 100 µM 

aumentó la relajación inducida por ACh, alcanzando un porcentaje de 190.3 %. En 

este último caso, el BBA también aumento la potencia vasodilatadora al provocar 

una CE50 menor (5.31 x10-9 M). que el control ACh. Al comparar el control ACh con 

NEB 25 µM no se observan diferencias significativas en el porcentaje de relajación 

comparado con el control. La CE50 calculada del Control fue de 1.19 x10-7 M y de 

NEB 25µM fue de 4.37 x10-8 M (Gráfico 12B). 
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Gráfico 12.   Curva dosis respuesta a Acetilcolina (1x-10-9 M a 1x10-5 M), en ausencia 
y presencia de Trimetazidina y Nebivolol (25 µM y 100 µM) en anillos de aorta de ratas 

con endotelio intacto (E+).  n= 6; X±ES. 
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13. Evaluación de la actividad antioxidante de Nebivolol y 

Trimetazidina 

13.1. Actividad antiradicalaria frente a DPPH 

El porcentaje de inhibición máximo fue de un 62.69 ± 0.83 % y se alcanzó con el 

Control positivo (Quercetina) a una concentración de 100 µM. A la concentración de 

25 µM, el Control positivo (Quercetina), generó un porcentaje de inhibición de 35.10 

± 2.97 %.  

Al ensayar la acción antiradicalaria de TMZ frente a DPPH en la concentración de 

25 µM, esta obtuvo un valor similar al Control (32.15% ± 2.97 %). En cambio, el 

efecto observado a la concentración de 100 µM fue de un 14.56 ± 0.89 %. Por otra 

parte, independientemente de la concentración ensayada ( 25 µM y 100 µM) para 

NEB, los porcentajes alcanzados fueron similares, siendo estos de 12.38 ± 2.97 % 

y 14.56 ± 0.89%, respectivamente (Gráfico 13A). 

De las combinaciones ensayadas, la combinación de TMZ 100 + NEB 25 desarrolló 

una actividad antiradicalaria de un 22.93 ±0.77%. El resto de las combinaciones 

generaron una actividad menor, siendo los valores los siguientes: TMZ 25 + NEB 

25 = 15.47± 5.56%, TMZ 100 + NEB 100 = 15.44± 2.6% y TMZ 25 + NEB 100 = 3.53 

± 0.71% (Gráfico 13B). 
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Gráfico 13.  Actividad antioxidante de extractos de Nebivolol, Trimetazidina y sus 
combinaciones frente al radical DPPH.  n= 3; X±ES. * p<0.05 vs Quercetina. 
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13.2. Actividad antiradicalaria frente a ON● 

El Control positivo Quercetina presentó, a la concentración de 25 µM, un porcentaje 

de inhibición de 22.37 ± 3.59 %; mientras que la concentración de 100 µM alcanzó 

un 24.53 ± 2.65% de inhibición frente al ON. 

 La TMZ mostró un efecto antiradicalario de 26.93 ± 7.09 % y 34.35 ± 1.32 %, para 

las concentraciones de 25 y 100 µM, respectivamente. Mientras que el efecto 

alcanzado por el NEB (25 µM) fue de 24.53 ± 8.08 % y el efecto a la concentración 

de 100 µM fue de un 35.66 ± 0.95 %.  Para ambas concentraciones, el efecto 

obtenido al ensayar la concentración de 100 µM fue mayor al obtenido con el control 

positivo (Quercetina). En la concentración de 25 µM los efectos de los fármacos y 

el control fueron similares (Gráfico 14A). 

En general, el efecto de las combinaciones un efecto sinérgico de la actividad 

antiradicalaria, donde, TMZ 100 + NEB 25 generó un 43.95 ± 1.90 %, para TMZ 25 

+ NEB 100 el efecto fue de 40.46 ± 6.25 % y para TMZ 100 + NEB 100 se alcanzó 

un efecto de 37.41 ± 6.26 %. Excepto la combinación TMZ 25 + NEB 25 que generó 

un efecto similar a los observado con NEB y TMZ a la concentración de 100 µM, 

que fue de 34.79 ± 6.23 % de efecto normalizado (Gráfico 14B). 

  



 104 

 

  

A 

 

B 

 

Gráfico 14.  Actividad antioxidante de extractos de Nebivolol , Trimetazidina y sus 
combinaciones frente al radical ON.  n= 3; X±ES.* p<0.05 vs Quercetina. 
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12.1. Actividad antiradicalaria frente a ASO 

 

El porcentaje de inhibición máximo alcanzado que fue de un 33.01 ± 1.82 %, este 

efecto se obtuvo con Control (Quercetina) 100 µM. A la concentración de 25 µM ,el 

control, alcanzó un 9.23 ± 2.30 %. Los fármacos individuales y en combinación no 

mostraron efecto antiradicalario frente al anión superóxido. (Gráfica 14) 
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Gráfico 15.  Actividad antioxidante de extractos de Nebivolol , Trimetazidina y sus 
combinaciones frente al radical ASO.  n= 3; X±ES.* p<0.05 vs Quercetina. 
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14. Efecto cardioprotector vascular y antioxidante de 

Trimetazidina 

14.1. Efecto cardioprotector  

La TMZ es conocida por su función cómo un fármaco regulador del metabolismo 

cardiaco y que es eficaz cómo un agente antianginoso. En la última década, este 

fármaco ha despertado el interés en los investigadores para demostrar su utilidad 

en condiciones tanto de isquemia reperfusión, cómo en la hipoxia y reoxigenación. 

Entre los estudios publicados en este campo se ha visto que la TMZ es capaz de 

modular la lesión por la I/R en distintos tejidos y órganos. Un ejemplo de esto son 

los resultados obtenidos al estudiar la I/R ovárica. En este estudio, la TMZ fue capaz 

de disminuir el estrés oxidativo y la inflamación, al modular las vías de TLR4 y NF-

κB (Ozturk et al., 2022). Por otra parte, en una investigación de trasplante autólogo 

de riñón en cerdos, se demostró que cuando TMZ fue agregada a la solución de 

preservación de riñones, es capaz de disminuir los efectos deletéreos inducidos por 

el modelo I/R renal en frío; los autores explican este efecto por la capacidad que 

posee la TMZ de mantener la función mitocondrial de las nefronas (Faure et al., 

2003). Mientras que cuando se realizó en estudio empleando el modelo de I/R renal 

cálida en riñones porcinos, la TMZ fue capaz de reducir el daño temprano y a largo 

plazo en los riñones isquémicos sometidos a un solo episodio de I/R (Cau et al., 

2008; Jayle et al., 2007).  

En cuanto a los modelos de hipoxia y reoxigenación celular, la TMZ también ha 

demostrado eficacia en reducir los daños relacionados a esa condición. El 

experimento realizado por Yang en el 2015, reveló que la exposición a TMZ es 

capaz de aumentar la expresión de microRNA-21 en células H9C2 expuestas a la  

hipoxia / reoxigenación, la exposición a TMZ reguló la actividad de señalización de 

Akt mediante la supresión de la expresión de la proteína PTEN. El aumento de la 

actividad de la señalización de Akt disminuyó la relación de Bax/Bcl-2 y la expresión 

de caspasa-3 y finalmente, inhibió la apoptosis inducida por hipoxia / reoxigenación 
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(Yang et al., 2015). Un efecto similar fue encontrado en células madre 

mesenquimales, en donde las células madre pretratadas con TMZ mejoraron su 

supervivencia frente a estímulos hipóxicos, a través de la regulación ascendente de 

HIF1-α (Hu et al., 2015). Esta información publicada nos sustenta en gran medida 

la posibilidad de que la TMZ sea capaz de tener un efecto cardioprotector frente a 

la I/R. Nuestros hallazgos en el modelo de corazón perfundido sugieren un efecto 

protector de la TMZ, en especial a la concentración de 25 µM, frente a los periodos 

de hipoxia y posterior reperfusión. Aunque en modelos levemente diferentes al 

nuestro, otros autores también han reportado el efecto protector de la TMZ 

observado en nuestro estudio. Así, en un estudio que utilizó el modelo de ligación 

de la arteria coronaria descendente anterior izquierda, los autores encontraron que 

la TMZ era capaz de disminuir la apoptosis celular mediante la regulación de la 

expresión de Bax y Bcl-2 (He et al., 2018)  

 En otro estudio utilizando el modelo de ligadura de la arteria coronaria en ratones 

se demostró que la TMZ fue capaz de recuperar la función cardiaca, disminuir la 

apoptosis y disminuir el trastorno metabólico en corazones isquémicos. Además, se 

redujo significativamente con este fármaco los niveles de Bax y caspasa-3 escindida 

y promovió la expresión de Bcl-2. Además, TMZ aumentó la producción de trifosfato 

de adenosina (ATP) y la actividad de superóxido dismutasa (SOD) y disminuyó los 

niveles de lipoperóxidos (LPO), ácidos grasos libres (Raffaella et al.) y ON de una 

manera dependiente de la concentración. Los autores relacionan estos efectos a la 

capacidad de la TMZ de activar la vía SIRT1-AMPK (Luo et al., 2021). Distintos 

estudios han concluido que la administración de TMZ es capaz de promover la 

activación de la vía AMPK. 

Si relacionamos los efectos cardioprotectores con las vias de señalización que son 

moduladas por la TMZ tenemos que la AMPK, es una proteína que funciona como 

un sensor energético celular que mide los niveles de AMP. Si la relación AMP/ATP 

esta aumentada, la AMPK va a desactivar vías anabólicas y a encender vías 

catabólicas como la glucólisis y la -oxidación de ácidos grasos (Cantó et al., 2009). 

Molecularmente, la AMPK va a aumentar la expresión de Glut-4  y la inhibición de 

la acetil coA carboxilasa (ACC). En condiciones de ejercicio, estrés o de isquemia 
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la AMPK puede activarse como un mecanismo  cardioprotector, al aumentar la 

producción de ATP proveniente de la vía glucolítica y, de esta forma mantener el 

gradiente electrolítico en las células (Qi & Young, 2015). Adicionalmente, la 

activación de la AMPK puede activar otras vías de señalización como la sirtruin 1 

(SIRT1). La SIRT1 , es una histona desacetilasa dependiente de NAD, esta proteína 

tiene funciones como factor de transcripción y regula funciones neuroendocrinas, 

protege contra el estrés oxidativo y promueve la estabilidad del ADN (Elibol & Kilic, 

2018). La acción protectora de TMZ en las enfermedades cardiovasculares está 

mediada por una resistencia al estrés oxidativo, que es resultado del aumento de la 

expresión de la manganeso superóxido dismutasa (MnSOD) mediante la 

desacetilación de p53 inducida por SIRT1 (Alcendor et al., 2007) 

 

Otros mecanismos propuestos para explicar el efecto cardioprotector durante la I/R 

han sido establecidos a través de diferentes variaciones experimentales. Así, en un 

estudio de oclusión coronaria se encontró que la TMZ mejoró la función cardíaca, 

alivió la lesión miocárdica y el estrés oxidativo, y redujo el área del infarto de 

miocardio y la apoptosis, estos efectos se lograron mediante la capacidad de la TMZ 

para inhibir la autofagia excesiva al activar la vía de la Akt/ mTOR. En ese estudio 

también, se observó que la TMZ era capaz de disminuir el EO cardiaco mediante la 

disminución de los niveles de ERO y MDA; y un aumento en los niveles plasmáticos 

de SOD y glutatión peroxidasa. Adicionalmente, el fármaco logro reducir el tamaño 

de infarto en los corazones expuestos a TMZ. (S. Wu et al., 2018) 

Por su parte Khan et al. (2010) al administrar TMZ después de ligar la arteria 

coronaria y antes de realizar la reperfusión, evidenciaron que el fármaco mejoraba 

la fracción de eyección y reducía el área de infarto. Esta protección parece estar 

mediada por la activación de la proteína quinasa activada por mitógeno p38 y la vía 

de señalización Akt (Khan et al., 2010). Por su parte, un estudio de I/R con el modelo 

de ligadura coronaria, encontró que la TMZ fue capaz de proteger significativamente 

la función cardíaca y reducir el tamaño del infarto en ratas después de una lesión 

por I/R cardíaca. Además, la TMZ promovió significativamente la expresión de la 

proteína Akt fosforilada, y redujo la relación Bcl-2 / Bax en ratas después de la lesión 
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cardíaca (Hollander et al., 2016). Otra vía de señalización modificada por la TMZ es 

la de Akt-mTOR, la activación de Akt proporciona cardioprotección a través de la 

regulación de una serie de moléculas de señalización descendente, como eNOS, 

FOXO, GSK-3b, mTOR entre otras. La sobreexpresión cardiaca de mTOR suprime 

la necrosis, atenúa la respuesta inflamatoria tras la I/R ex vivo. Se ha descrito que 

mTOR estimula el crecimiento, la proliferación y la supervivencia celular, así como 

el metabolismo, mediante la regulación de la síntesis de proteínas y lípidos y la 

inhibición de la autofagia excesiva (Yao et al., 2014). Las diferentes vías de 

señalización explicadas previamente y que son activadas por parte de la TMZ, 

sustentan los efectos cardioprotectores de este fármaco en nuestros resultados. 

14.2. Vascular 

Desde su introducción, aparte de su efecto sobre el metabolismo celular, a TMZ se 

le ha considerado un fármaco provisto de actividad vasodilatadora, sin embargo, 

este mecanismo de acción vascular es desconocido y ha sido pobremente 

estudiado. Los primeros reportes de su actividad vasodilatadora indican un efecto 

principalmente en venas de diferentes especies (Taira, 1980 #3835;(Mackenzie, 

1977 #3834). Otros autores, por su parte han demostrado efecto vasorelajante en 

arterias, sin generar cambios hemodinámicos significativos, lo que se ha sido 

asociado a una corta duración del efecto y que se manifiesta independientemente 

del agente presor empleado en la experimentación (Toda, 1982 #3837;(Garnier, 

1985 #3827);(Asano et al., 1983)). Nuestro estudio demuestra un leve efecto 

vasodilatador, en anillos de aorta de ratas a concentraciones altas; sin embargo, la 

incubación con TMZ a concentraciones menores de las empleadas en la curva 

concentración dependiente (100 uM), generó una inhibición de la contracción 

inducida por NA. Considerando que NA induce un efecto contráctil por incremento 

del calcio intracelular y el cual está mediado por diversos mecanismos 

intracelulares, podríamos sugerir que TMZ podría interferir con ese aumento de 

calcio intracelular, tal como fue demostrado en estudios de miocitos ventriculares 

de cobayo (Kiyosue et al., 1986). Esta propiedad relajante y bloqueante de calcio 

inducida por TMZ ha sido reportada en músculo liso detrusor de rata, donde el 

fármaco parece inhibir tanto el influjo como el eflujo de calcio a la célula muscular 
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lisa (Engin et al., 2022). Otros hallazgos realizados en cultivos celulares de HL60, 

indican que la TMZ suprime canales SOCs (Store-Operated Ca2+ channels), 

corriente que es activada como consecuencia del agotamiento de las reservas del 

Ca2+ del retículo sarcoplasmico/ endoplásmico y cuya existencia ha sido 

demostrada en diferentes tipos de tejidos incluyendo células vasculares lisas 

(Baudel et al., 2020). Adicionalmente, se ha demostrado que esta corriente SOCs 

es activada por receptores acoplados a proteína Gq (Albert & Large, 2003). 

Considerando que los receptores alfa1-adrenérgicos, diana para la actividad 

contráctil de NA, utilizan el mecanismo de señalización Gq, todo lo anterior 

explicaría el efecto observado en nuestros resultados, y que son más intensos 

durante la pre-incubación que cuando se ha generado la contracción con agonistas 

de estos receptores, en la cual ya los mecanismos intracelulares están activados.  

Por otro lado, demostramos que la pre-incubación con TMZ a la mayor 

concentración empleada (100 uM), causó un deterioro de la relajación inducida por 

ACh, en anillos de aorta. Debido a que el efecto relajante de este agonista depende 

de la activación de receptores M3 endoteliales y que están acoplados a proteína 

Gq, por todo lo expuesto previamente, estos resultados corroboran el efecto 

inhibitorio que ejerce TMZ sobre las corrientes de calcio, lo que impediría la 

activación de la óxido nítrico sintasa endotelial (NOSe) y en consecuencia la 

relajación. Es importante señalar que para células endoteliales también se ha 

descrito la existencia de canales SOCs (Moccia et al., 2023), la que podría estar 

implicada en la acción de TMZ y en consecuencia en los resultados experimentales 

obtenidos por nuestro grupo. 

 

14.3. Antioxidante 

Nuestro estudio se orientó a identificar la capacidad atrapadora in-vitro de la TMZ 

frente a diferentes radicales libres. Los estudios publicados sobre la capacidad 

atrapadora de la TMZ se han enfocado en el anión superóxido. En este sentido, la 

TMZ no generó en nuestro estudio, un porcentaje de inhibición frente al anión 

superóxido (-24.74 ± 9.04 %). Khan et al, midieron la capacidad antiradicalaria de la 

TMZ mediante el método de espectroscopia de EPR. Ellos ensayaron la TMZ a una 
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concentración de 1 mM (1000 µM, en otras palabra, una concentración 10 veces 

mayor a la evaluada por nosotros) y obtuvieron un porcentaje de reducción de la 

señal de DEPMPO-OOH del 20% (Khan et al., 2010). En otro estudio donde 

utilizaban la misma metodología y concentración de TMZ (1 mM), demostraron que 

la TMZ no era capaz de inhibir significativamente la señal generada por el anión 

superóxido, el autor explica este pobre efecto a que estructuralmente el grupo -NH 

secundario en el anillo de piperazina de la TMZ no posee una buena actividad 

atrapadora para el anión superóxido (Kalai et al., 2006) . Estos resultados son 

comparables a los nuestros ya que a pesar de que evalúan concentraciones 

mayores los efectos de la inhibición del radical libres no son significativos. 

Para la capacidad atrapadora frente al DPPH y el óxido nítrico no se encontraron 

estudios con resultados que evalúen este efecto. Sin embargo, nuestros resultados 

mostraron una capacidad antioxidante moderada frente al DPPH (32.1. ± 5.1 %) con 

TMZ 100 µM. Frente al óxido nítrico el efecto de la concentración de 100 µM ( 34.3 

 2.3 %) fue mejor que el patrón positivo Quercetina a la misma concentración 

(24.54.6 ). 

15. Efecto cardioprotector vascular y antioxidante de Nevibolol 

14.1. Efecto cardioprotector 

Una de la propiedades descritas experimentalmente para el NEB es su utilidad para 

disminuir la injuria causada por la I/R de diferentes órganos y tejidos.  

Esta característica se ve reflejada en el estudio realizado por Colak y col. en 2020, 

quienes sugieren que el NEB posee un efecto protector frente a la lesión por I/R 

inducida por la torsión de ovarios en ratas. Aunque los autores no ahondan en los 

mecanismos moleculares del efecto protector se lo atribuyen a las propiedades 

antioxidantes, anti apoptóticas y antinflamatorias del NEB (Colak et al., 2020). Otro 

autor que estudió el efecto del NEB en el estrés oxidativo inducido por la torsión 

testicular en ratas encontró que el NEB es capaz de disminuir el estrés oxidativo y 

aumentar los niveles de paraoxonasa (marcador del sistema antioxidante del 

organismo) y la capacidad antioxidante total en el tejido testicular (Yuvanc et al., 
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2018). En la I/R cerebral el NEB también ha demostrado eficacia para combatir los 

mecanismos lesivos involucrados en esta patología, donde el aumento en la 

expresión de la óxido nítrico sintasa endotelial (NOSe) y la disminución de la óxido 

nítrico sintasa inducible (NOSi) median un efecto de salvaguarda en este tejido, 

resaltando que este efecto es dependiente de la dosis. Otros efectos reportados en 

este mismo estudio para el NEB, reflejan la capacidad de este fármaco en modular 

a la baja los niveles de MDA, SOD y LDH. Finalmente concluyeron que estos 

mecanismos comentados permitieron al NEB reducir significativamente el volumen 

del infarto y aliviar los cambios histopatológicos inducidos por la I/R cerebral (Heeba 

& El-Hanafy, 2012).  Empleando un modelo de oclusión de la aorta abdominal para 

generar una I/R en vejigas de ratas, se evidenció que el pretratamiento con NEB 

(0.4 mg/Kg) suprimió el aumento del EO y los niveles de IL-6, donde estas acciones 

contribuyeron a la mejora de la respuesta contráctil de la vejiga (Altunkaynak-Camca 

& Yazihan, 2021).  

 

La variedad de estudios donde se evalúa los efectos del NEB sobre la I/R en 

diferentes tejidos, sustentan la posibilidad de que el NEB sea capaz de disminuir los 

daños asociados a la I/R en el tejido cardiaco. De las concentraciones de NEB 

ensayadas en nuestro modelo de corazón aislado sometido a I/R, la de 10 µM fue 

la que generó un porcentaje de recuperación mayor del 90 % en los parámetros de 

PDVI, Max dP/dt y mayor del 85% en el Min dP/dt lo que se traduce en una 

recuperación de la actividad mecánica cardiaca. En un estudio en corazones de 

conejos en el modelo de “working heart”, donde se someten los corazones a una 

isquemia global y posteriormente a una reperfusión, el NEB demostró capacidad 

para recuperar todos los parámetros cardiacos evaluados (Vandeplassche et al., 

1991). Cabe resaltar que el DP, con la concentración de NEB 10 µM, fue el único 

parámetro cardiaco evaluado en nuestro estudio que presentó un porcentaje de 

recuperación menor del 70 %. Este resultado se puede explicar por las propiedades 

farmacológicas del NEB, ya que este fármaco es capaz de disminuir la frecuencia 

cardiaca y por ende, el valor del DP. Este efecto también fue observado por 

Vandeplassche, ya que el reportó una disminución de la frecuencia cardiaca con la 
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perfusión del NEB (Vandeplassche et al., 1991). En otro estudio donde se evaluaba 

la cardioprotección de antagonistas del receptor  adrenérgico capaces de inhibir 

las metaloproteinasas como carvedilol y nevibolol, se encontró que el Nebivolol ( 

0.005, 0.05 y 0.5 µM) mostraba una tendencia no significativa a recuperar la 

capacidad contráctil y mecánica del corazón (Skrzypiec-Spring et al., 2021) 

 

El NEB también se ha evaluado en un modelo de I/R en animal entero, donde la I/R 

se realizaba por medio de la oclusión/apertura de la arteria coronaria izquierda y las 

especie utilizadas fueron ratones C57BL6/J, ratones deficiente de eNOS (eNOS−/−) 

y ratones deficiente de receptor adrenérgico (3 -AR−/−). En este estudio los 

autores concluyen que la administración aguda de NEB podría tener aplicación 

clínica en pacientes que han sufrido una isquemia miocárdica. Los autores atribuyen 

este efecto a la capacidad del NEB de aumentar la biodisponibilidad del ON al 

modular la actividad de NOSe mediante el agonismo del receptor adrenérgico 3 

(Aragón et al., 2011). Adicionalmente se ensayó la capacidad del NEB para 

disminuir la apoptosis en un modelo de I/R en ratas Sprague-Dawley. Los autores 

encontraron que la administración aguda de NEB disminuía la apoptosis miocárdica 

al disminuir la formación de peroxinitritos (Mercanoglu et al., 2008). A pesar de que 

en la actualidad se han realizado pocos estudios que confirmen la eficacia de NEB 

para reducir los daños relacionados a la I/R cardiaca en diferentes modelos 

animales; todos los estudios publicados hasta hoy, incluidos nuestros resultados 

experimentales, han evidenciado la capacidad cardioprotectora del NEB. 

 

Como hemos descrito anteriormente, las propiedades benéficas del NEB 

evidenciadas en nuestro estudio se pueden asociar a la capacidad del fármaco de 

aumentar la biodisponibilidad del ON. Entre los mecanismos involucrados en estas 

acciones podemos mencionar 1) La capacidad del fármaco de inhibir la actividad 

NOSi y al agotamiento de L-arginina que se produce como resultado de una 

sobreproducción de ON. Estos dos eventos favorecen la producción de ERO a 

través de la consecuente formación del peroxinitrito (Mercanoglu et al., 2015), lo 

que a su vez causa el desacoplamiento de la NOSe; 2) se ha demostrado que el 
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NEB es capaz de aumentar la actividad de la NOSe inhibida por el EO durante el 

periodo de I/R tanto en lechos vasculares como en los miocitos, mejorando la 

biodisponibilidad del ON (Mercanoglu et al., 2015). Como último mecanismo, 3) 

mediante el agonismo 3, el NEB es capaz de modular la acción de la óxido nítrico 

sintasa neuronal (NOSn) presente en las terminaciones nerviosas que inervan al 

corazón. El ON producido por esta isoforma ha demostrado ser capaz de reducir la 

frecuencia cardiaca (Takimoto et al., 2000) y regular la contracción cardiaca 

mediante el control del Ca2+ (Sears et al., 2003), aunque es claro que este último 

mecanismo poco influye en los efectos descritos en nuestro modelo experimental. 

Adicionalmente, el ON generado por la acción del NEB es capaz de actuar de 

manera directa sobre la mitocondria. En estudios con mitocondrias aisladas, la 

exposición a ON generó una disminución del daño nitrooxidativo sobre estructuras 

mitocondriales. Así mismo, el ON también generó la inhibición del complejo IV 

(Citocromo C oxidasa) y complejo III (Citocromo b y c) (Andreadou et al., 2020). 

Las altas concentraciones mitocondriales de ON en presencia de pequeñas 

cantidades de anión superóxido, desencadena en una compleja reacción de varios 

pasos en la que el ON se convierte en un potente agente nitrosante (N2O3), lo que 

conduce a la S-nitrosilación de proteínas. Durante la isquemia, las proteínas S-

nitrosiladas se inactivan, pero también se protegen frente al daño oxidativo 

irreversible. Luego, durante la reperfusión, debido al aumento de la formación de 

superóxido, las proteínas S-nitrosiladas pueden desnitrosilarse y recuperar sus 

estructuras y funciones nativas (Andreadou et al., 2020). 

Por último, la capacidad del nebivolol, evidenciada en nuestro estudio, de disminuir 

el área de infarto se ha relacionado con la disminución de la apoptosis durante la 

I/R. El mecanismo propuesto para explicar también está relacionado con la 

capacidad del NEB de inhibir la sobreproducción de ON generada por la NOSi y de 

mejorar la actividad de la NOSe en el miocardio (Mercanoglu et al., 2008; Zhang et 

al., 2014) 
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14.2. Efecto Vascular  

La capacidad que tiene el NEB para actuar en otros tejido, como el vascular, nos 

llevó a evaluar la reactividad vascular de este fármaco, solo y en presencia de 

ligandos endógenos como ACh y NA. Para la evaluación de la actividad vascular 

del NEB se realizó una CCR en aorta torácica de rata. En nuestro estudio el NEB 

en anillos precontraidos con FE, generó una vasodilatación dependiente de la 

concentración. Este efecto vasodilatador del Nebivolol fue descrito desde principios 

del siglo XXI por Ignarro y colaboradores (2002), quienes reportan que la 

administración de NEB causó relajación de anillos aislados de arteria coronaria y 

arteria pulmonar de perro, efectos mediados por mecanismos dependientes del 

endotelio, como el aumento en la producción de ON y los niveles nucleótidos cíclicos 

(GMPc) (Ignarro et al., 2002). Este efecto vasodilatador también fue descrito por 

Wang y colaboradores en el 2009, al demostrar que el NEB generaba una 

vasodilatación concentración dependiente en aortas aislada de rata, arteria carótida, 

arteria femoral y arteria renal (Wang et al., 2009). Otros estudios, demostraron que 

la vasodilatación inducida por NEB es capaz de mantenerse en pacientes con 

hipertensión arterial o insuficiencia cardiaca a pesar de presentar un deterioro en la 

función endotelial (de Groot et al., 2007). Al investigar el mediador responsable del 

aumento del ON, Tran y col. ( 2009), se propusieron descubrir las dianas 

farmacológicas involucradas en los mecanismos relajantes del NEB utilizando sus 

enantiómeros D y L. Sus resultados señalan que el NEB actúa en diferentes 

objetivos o dianas, así el D-nebivolol induce vasodilatación al activar los receptores 

2 y 3 adrenérgicos, mientras que el L-nebivolol indujo vasorelajación al activar 

exclusivamente los receptores 3 adrenérgicos (Tran Quang et al., 2009).  

Cuando se evaluó la interacción del NEB en la construcción de una CCR a NA, en 

nuestros resultados se evidenció un desplazamiento a la derecha que era 

dependiente de la concentración de NEB incubado. Estos resultados están en 

concordancia con los obtenidos por Tran y col. ( 2009), donde encontraron que el 

NEB era capaz de antagonizar los receptores adrenérgicos 1, esto al desplazar 

significativamente a la derecha CCR de fenilefrina, un agonista 1-adrenoceptor, de 

una manera dependiente de la concentración (Tran Quang et al., 2009). Para 
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nuestro caso, las concentraciones de NEB fueron mayores (10 y 25 M) lo que 

generó un mayor efecto inhibitorio de la contracción inducida por NA. 

Otro resultado interesante de nuestro estudio fue la modificación de la relajación 

inducida por ACh en presencia de incubación con NEB. En esta sección se observó 

que el -bloqueante moviliza la curva hacia la izquierda, lo que se traduce en una 

disminución de la CE50 del agonista colinérgico y en un efecto sinérgico. Esta 

interacción puede explicarse debido a que por un lado la relajación ejercida por ACh 

es dependiente de la activación de receptores M3 en el endotelio, los que a su 

promueven la liberación de ON, mientras que la acción agonista de NEB sobre 

receptores 2 y 3 generaría también el incremento del mediador responsable de la 

relajación, el ON (Tran Quang et al., 2009). Adicionalmente, existe evidencia que la 

estimulación de receptores 2 en el endotelio aumenta la captación de L-arginina, 

sustrato necesario para la síntesis de ON (Conti et al., 2013). 

Por lo discutido anteriormente, el incremento en la biodisponibilidad del ON, tanto 

en el tejido cardiaco como en el vascular, inducido por la acción del NEB es capaz 

preparar al corazón y sus mitocondrias, para afrontar los procesos deletéreos de la 

I/R , reduciendo la apoptosis y mejorando la recuperación del miocardio y la función 

de bomba. 

14.3. Efecto Antioxidante 

Otra de las propiedades experimentales descritas para el NEB es su capacidad 

antioxidante, de ahí que decidiéramos evaluar la capacidad atrapadora del NEB 

frente a diferentes radicales libres. Para el NEB se ha demostrado su capacidad 

antioxidante mediante una acción atrapadora de radicales libres (Antoine et al., 

2022), en nuestro estudio el NEB demostró una leve actividad antiradicalaria frente 

al DPPH y al ON. Sin embargo, cuando se evaluó la actividad antiradicalaria frente 

al O2
- , se evidencia una pérdida del efecto antioxidante del NEB. Este resultado se 

puede explicar ya que el NEB en un ambiente con demasiado EO se puede 

degradar, así como fue evidenciado por De Groot, 2004; al demostrar que la 

exposición del NEB a ERO causó una disminución en la concentración del NEB en 
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el medio y por consiguiente, un aumento de un metabolito oxidado del NEB (de 

Groot et al., 2004). 

Un mecanismo antioxidante propuesto para el NEB es su capacidad de donación 

de protones y estabilización de electrones en membranas lipídicas, interfiriendo así 

con la formación y propagación de radicales lipídicos (Mason et al., 2006), lo que 

sustenta el estudio de este compuesto en modelos de lipoperoxidación. Cabe 

destacar que la capacidad antioxidante del NEB no solo depende de su capacidad 

antiradicalaria directa, ya que posee una serie de mecanismos que involucran desde 

la inhibición de la actividad y expresión de la NADPH oxidasa y su consecuente 

disminución de la producción de O2
-  (Soares et al., 2019) hasta la disminución del 

desacople y aumento de la actividad de la eNOS, lo que resulta en un aumento en 

la biodisponibilidad de ON (Antoine, 2022; Li, 2013). Estas razones sustentan las 

intenciones de continuar el estudio de la actividad antioxidante del NEB en modelos 

ex vivo o in vivo. 

 

16. Efecto cardioprotector vascular y antioxidante del 

tratamiento combinado Nevibolol y Trimetazidina 

 
Poder encontrar un fármaco o una combinación de fármacos, ya sean nuevos o 

conocidos, que sean capaces de pre/post acondicionar al miocardio frente al daño 

por I/R, se vuelve relevante en nuestra realidad (Mewton et al., 2011). 

El instituto Nacional del Corazón, los Pulmones y la Sangre (NHBLI, por sus siglas 

en inglés) recomienda que en los estudios preclínicos enfocados a la 

cardioprotección farmacológica de los daños relacionados a I/R se enfoquen en 

definir intervenciones cardioprotectoras efectivas y el momento apropiado para su 

administración; mediante la evaluación de la eficacia de terapias combinadas en 

comparación con las terapias individuales (Schwartz Longacre et al., 2011). 

 

Cabe resaltar que este es el primer estudio que considera evaluar ambos fármacos 

en el modelo de I/R en el corazón aislado. Nuestros resultados sugieren que la 
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mezcla de NEB y TMZ es capaz de generar una mejora en los parámetros cardiacos 

medidos durante el experimento. Sin embargo, esa mejoría no es significativamente 

mayor que la producida por los acciones individuales de cada fármaco. Este efecto 

evidenciado en los experimentos de corazón aislados parece estar comandado 

principalmente por la acción del NEB. Por lo que su actividad cómo agonista 2 y 3 

con el consecuente aumento de la biodisponibilidad de ON y la estabilización de la 

NADPH oxidasa parecen jugar un papel más inmediato en la cardioprotección que 

la manipulación del metabolismo cardiaco y la activación de vías de señalización 

relacionadas como AMPK- SIRT-1, Akt-mTOR, p38, etc.  

 

Para las acciones vasculares, la combinación de fármacos fue capaz desplazar 

incrementar la CE50 y desplazar significativamente a la derecha la CCR de NA. Este 

desplazamiento fue significativamente mayor que lo alcanzado por TMZ y levemente 

mayor que lo observado con NEB. Nosotros teorizamos que el efecto antagonista 

1 del NEB, el aumento del ON vascular y la reducción de radicales libres se 

sinergizan con la capacidad de la TMZ de interferir con el aumento del calcio 

intracelular y de esta manera reducir la respuesta del tejido a la NA. 

 

Finalmente, para ambos fármacos está bien descrita su capacidad antioxidante, 

estas acciones cobran relevancia en sistemas in-vivo, donde estos fármacos 

pueden modular sistemas enzimáticos cómo la NADPH oxidasa y los complejos 

mitocondriales que participan en la respiración celular. Los capacidad antiradicalaria 

evidenciada para la mezcla de NEB y TMZ, no es significativamente mayor que los 

porcentajes de inhibición particulares de cada fármaco. Este resultado se 

fundamenta en que, si nos basamos en sus estructuras química, ningún fármaco 

posee una estructura química que sea capaz de amortiguar la cantidad de radicales 

libres que se inducen en los modelos de actividad antioxidante puramente químicos, 

por lo que no es posible llegar a una conclusión definitiva en relación con las 

posibles propiedades antioxidantes in vivo que puedan tener la combinación de 

estos dos agentes. 
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XV. Conclusiones    
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A partir de este trabajo de investigación podemos concluir: 
 
 

1. Los tratamientos individuales de NEB y TMZ generan un efecto 

cardioprotector; sin embargo, cuando se administran ambos fármacos el 

efecto cardioprotector no se potencia. 

 

2. Las concentraciones más bajas de NEB y TMZ fueron las que más 

redujeron el área de infarto, y la combinación de estos fue más eficaz en 

disminuir el infarto. 

 
 

3. Ambos fármacos pueden modular las acciones vasculares de ligandos 

fisiológicos cómo lo son la NA y la ACh. Adicionalmente, al realizar la CCR 

de cada fármaco, estos fueron capaces de generar una vasodilatación. 

 

4. Tanto NEB como TMZ tienen pobre capacidad antioxidante directa, ya que 

ningún fármaco posee una estructura ideal para la captación de radicales 

libres. 
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