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El infarto agudo de miocardio (Ferraro et al.) es una de las principales causas de
muerte en la poblacion adulta. Dado el grado de invasividad que representan los
estudios en humanos, cuando se quieran determinar las propiedades benéficas de
las terapias farmacologicas, los modelos experimentales en modelos animales
representan una alternativa a la investigacion clinica.

Los tratamientos farmacoldgicos importantes en pacientes con enfermedad de las
arterias coronarias incluyen una gama amplia de farmacos entre los cuales resaltan
los B-bloqueantes. El nebivolol (Mahfoudh-Boussaid et al.) es B-bloqueante de
altima generacion, con propiedades muy particulares como su efecto vasodilatador
directo y actividad antioxidante. Existen otros farmacos potencialmente (utiles
durante la reperfusion y que podrian reducir las lesiones del IAM. La trimetazidina
(TMZ) es un agente antiisquémico que normaliza los trastornos metabdlicos en la
isquemia.

Entre los modelos experimentales empleados estan el modelo de isquemia-
reperfusion en corazon aislado de rata. Utilizando el sistema Langendorff se
obtuvieron los datos de actividad cardiaca a lo largo del experimento. En este
modelo, el corazén se extrajo del animal y colocado en un sistema que permite su
viabilidad a través de perfusion continua de una solucion nutricia debidamente
oxigenada. La isquemia se indujo al someter al érgano a un periodo de 30 minutos
de perfusion carente de oxigeno. Mantendremos diferentes grupos, entre ellos el
grupo control, el cual se somete a 110 minutos de perfusion retrograda y los grupos
tratados. Finalizado el protocolo de I/R para cada uno de los grupos de tratamiento,
los corazones se tifieron para realizar estudios histolégicos, que permitan
determinar la zona de isquemia y el grado de infarto. Adicionalmente se realizan
curvas concentracion respuesta (CCR) a ambos farmacos para evaluar su
capacidad vasodilatadora y se incubaron antes de realizar las CCR frente a
Noradrenalina (NA) y Acetilcolina (ACh) para ver su interaccion. Finalmente, se
evalué la capacidad atracadora de radicales libres frente a 2,2-Difenil-1-
Picrilhidrazilo (DPPH), 6xido nitrico (ON) y anién superoxido (Mason et al.) que
poseian los farmacos 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
cientifica.

21



IX. Objetivos

22



Objetivo General

Explorar si la combinacion NEB-TMZ sera mas beneficiosa que la monoterapia
en la prevencion del dafio cardiaco inducido por el proceso de isquemia-
reperfusion en corazon aislado de ratas.

Objetivos especificos

1. Valorar la cardioproteccion, a través de la determinacion de parametros
electrofisiolégicos en corazén perfundido con soluciones de NEB y/o TMZ.

2. Establecer la relacion entre el tipo de tratamiento, perfusion unica y
combinada, y los cambios histolégicos en el modelo experimental de
isquemia cardiaca inducida I/R en ratas.

3. Evaluar las acciones vasculares Unica y combinada de los farmacos objetos
de estudio, sobre la funcion endotelial en anillos de aorta.

4. Conocer sila combinacion de NEB y TMZ potencia las acciones antioxidantes
individuales descritas para el beta bloqueante.
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La justificacion de esta investigacion en base a la importancia que posee el estudio

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

Panama y la intervencion farmacolégica como area de interés médico-cientifico,

guedando enmarcada en los siguientes puntos:

La Contraloria General de la Republica, a través del Instituto Nacional de
Estadistica y Censo, en su publicacion “Estadisticas Vitales, Volumen IlI-
Defunciones”, con informacion concerniente a los hechos ocurridos en la
Republica en el 2018, sefala que las enfermedades isquémicas del corazon
estan, en las provincias de Panam@, Col6én y Darién, como segunda causa de
muerte; y tercera causa en Chiriqui y P. Oeste.
https://www.inec.gob.pa/archivos/P0705547520191205111401Cuadro%2012.p
df

Siendo las enfermedades isquémicas del corazon, una de las primeras causas

de mortalidad en la poblacion panamefa, los estudios que avalen la eficacia de
las terapias combinadas de farmacos de nueva generacion, y presentes en el
mercado nacional, podrian proporcionar evidencias cientificas que favorezcan
terapias mas eficaces que ayuden a incrementar la supervivencia de los
pacientes.

La seleccién de los farmacos se basa en conocimientos previos que definen la
capacidad que posee el NO para ejercer cardioproteccion en modelos animales
de lesion I/R. Siendo el NEB un farmaco que induce la liberacién de NO y la TMZ
un compuesto que previene el estrés mitocondrial, la asociacion de estos
agentes terapéuticos podria resultar en efectos potencialmente benéficos en la
reduccion de la mortalidad asociada al IAM.

Aportaremos datos que podrian extrapolarse a la clinica del tratamiento del IAM.
Los resultados podrian dar pie a una terapia combinada disminuya las
morbilidades asociadas a las enfermedades isquémicas del corazén, lo que a su
vez supondria un ahorro al estado, al disminuir las necesidades de los pacientes

post infartados a los servicios de salud.
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1. Epidemiologia del infarto

La enfermedad isquémica cardiaca se compone de un abanico variado de
presentaciones clinicas que abarcan desde la angina estable, el sindrome coronario
agudo hasta la isquemia miocardica. La enfermedad isquémica cardiaca es la
principal causa de mortalidad y morbilidad a nivel mundial. Un gran nimero de esta
carga recae en paises de ingresos bajos y medios, que representan casi 7 millones
de muertes al afio (Ralapanawa & Sivakanesan, 2021). En la region de América
Latina, la enfermedad isquémica cardiaca se clasifico6 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 disminucion de la mortalidad por la
enfermedad isquémica cardiaca en la mayoria de los paises de América Latina,
exceptuando a México y Panama (Pagan et al.). En el afio 2019, el Ministerio de
Salud de la Republica de Panam@, publica los Indicadores Béasicos de Pais en
donde se documenta a las enfermedades isquémicas cardiacas como la segunda
causa de defunciones en el pais, con una tasa de mortalidad de 42.59/ 10 000 hab
(Salud, 2019).

2. Fisiopatologia del infarto

Las enfermedades isquémicas cardiacas se derivan a partir de la aterosclerosis
hasta evolucionar a una oclusion de las arterias coronarias (Ross, 1999). El
desarrollo de la placa aterogénica empieza por la elevada concentracion plasmatica
de lipoproteinas de baja densidad, que son capaces de atravesar el endotelio y
oxidarse (Ibanez et al., 2007). Las lipoproteinas de baja densidad oxidadas tienen
capacidad quimioatrayentes de macréfagos, los cuales son capaces de fagocitar a
éstas, convirtiéndose en células espumosas. La acumulacion de células espumosas
en la intima de los vasos sanguineos genera una lesion ateroesclerética. Esta lesion
es capaz de atraer células musculares lisas, que empiezan la proliferacion y
produccion de matriz extracelular (colagenos y proteoglicanos), resultando en el
crecimiento y desarrollo de la placa ateroesclerética. (Malakar et al.). La lesion final

gue se forma es una lesion avanzada y complicada que consta de una cubierta

27



fibrosa con un nucleo rico en lipidos que contiene material necrotico, que puede ser
muy trombogénico (Ross, 1999).

Como consecuencia de la formacién de la placa aterosclerética en la arteria
coronaria, se produce una obstruccion del flujo sanguineo que provoca un desajuste

entre el suministro y la demanda de oxigeno miocardico (Cassar et al., 2009 2009)

3. Lesion por isquemia reperfusion

El término lesion por isquemia reperfusion (I/R) empieza a tener vigencia en 1985,
cuando Braunwald y Kloner llamaron la atencién al sefalar que "la reperfusion
miocardica puede considerarse un arma de doble filo” (Braunwald & Kloner, 1985).
La lesién por I/R es un acontecimiento nocivo asociado a numerosas patologias,
siendo el infarto de miocardio (IM) una de las méas importantes (Kalogeris et al.).
Para esta lesion se han descrito dos eventos consecutivos, capaces de
desencadenar desequilibrios metabdlicos que conducen a dafio y muerte celular. El
primer de los eventos, la lesién isquémica, ocurre por la interrupcion de la perfusion
tisular y el dafio generado esta determinado por la intensidad y la duracién de la
restriccion del suministro de sangre (Cadenas, 2018). En esta fase, la hipoxia
generada por la interrupcion del flujo sanguineo conduce a la disfuncién de la
cadena de transporte de electrones (CTE) en las mitocondrias, disminucién de la
produccion de Adenosin trifosfato (ATP) mitocondrial, metabolismo anaerébico y
menor produccién de agentes antioxidantes, en este orden (Meng Yu Wu et al.,
2018).

En condiciones normales, el sustrato energético del corazén son los &cidos grasos
libres, resultando en la fuente principal de produccién de ATP en el miocardio
(Kolwicz et al., 2013). Durante un evento isquémico, el desacoplamiento y
disfuncion de la produccién mitocondrial de ATP favorece a la utilizacion de la
glucolisis anaerobia como principal fuente de obtencion de ATP. Esto conlleva a un
aumento del piruvato que se desvia a la produccion y acumulacion 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 disfuncion 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

. ISQUEMIA REPERFUSION |
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Figura 1. Esquema del mecanismo de dafio miocéardico inducido por I/R.

La isquemia miocardica aguda se caracteriza por un aumento del metabolismo
anaerobico. En este déficit energético, la bomba Na*/K* ATPasa de la membrana
celular y la Ca?*-ATPasa del reticulo endoplasmico se vuelven disfuncionales. El
fallo en la actividad de la bomba Na*/K* ATPasa conduce a la retencion de sodio
en el interior de las células, lo que a su vez promueve la disminucién de la
actividad de las bombas intercambiadoras de sodio-hidrogeno (bombas Na*-H*).
Este acontecimiento conduce a la acumulacion de hidrogeno que disminuye el pH
Y, en consecuencia, provoca un deterioro de la actividad enziméatica intracelular.
Con la reperfusion, se restablece el oxigeno tisular, lo que favorece un aumento
de la produccién de especies reactivas del oxigeno, que se combina con el déficit
de antioxidantes celulares para inducir una lesion por reperfusion en el tejido
isquémico. Las especies reactivas de oxigeno (ERO) provocan respuestas
inflamatorias locales que, en conjunto, conducen a la apoptosis debido al dafio de
las estructuras celulares



la activacion inversa del intercambiador 2Na*-Ca?*, que resulta la acumulacion
intracelular de Ca?* a medida que la célula intenta extruir Na* (Hausenloy & Yellon).
Las bombas Ca?*-ATPasa del reticulo endoplasmico también se vuelven
disfuncionales, lo que limita la recaptacion de Ca?*. Cémo resultado de estos
mecanismos se produce una acumulacién de H*, Na* y Ca?*; produciendo una
hiperosmolaridad, lo que provoca el flujo de agua hacia el citoplasma, hinchazén y
muerte celular (M. Y. Wu et al., 2018).

En el contexto de la lesion por I/R, los cambios descritos, producto de la hipoxia, se
potencian por la reperfusion del tejido, donde la reoxigenacion en la zona isquémica
provoca que converjan mecanismos patolégicos como el estrés oxidativo (EO)
(Chazelas et al., 2021) disfuncion mitocondrial (M. Yang et al., 2019) y respuestas
inflamatorias deletéreas (Yan et al., 2020) (Figura 1). De los mecanismos
sefialados, el EO es uno de los mas comumenmente asociado a la lesion por I/R,
en el que prevalece un desequilibrio entre los sistemas enzimaticos normales de
eliminacién de oxidantes, como el superéxido dismutasa (SOD), la catalasa y el
glutatién peroxidasa (GPx), y la produccién intracelular de especies reactivas del
oxigeno (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 sobreproduccion de ERO puede desencadenarse
producto de acidosis y de las alteraciones idnicas que ocurren durante la hipoxia
(Cadenas, 2018). En la fase de reperfusion, como consecuencia de un mayor aporte

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

Por otra parte, la acumulacién de Ca?* en el citoplasma se exacerba en el momento
de la reperfusion miocardica debido al deterioro de la membrana plasmatica del

reticulo sarcoplasmico, producto del EO. Con la normalizacion del pH, esta
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acumulacion es capaz de generar una activacion miofibrilar que conduce a una
generacion 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 mas tardia, la activacién de las proteasas inducida por
el Ca?* provoca alteraciones en las proteinas contractiles, una disminucién de la
sensibilidad al Ca?* y un deterioro sostenido de la contractilidad a pesar del elevado
Ca?* citosdlico (Buja, 2005).

Las mitocondrias desempefian un papel importante en el desarrollo de la lesion por
I/R, principalmente asociada con la apertura prolongada de los poros de transicion
de la permeabilidad mitocondrial (mPTP) (Di Lisa & Bernardi, 2006; Ong et al.,
2015). Cabe sefialar que, en condiciones fisiolégicas, cuando los mPTP se abren
de forma controlada y transitoria, desempefian un papel importante en la regulacion
de la sefializacion de las especies reactivas de oxigeno y la homeostasis del Ca?*
mitocondrial. Sin embargo, cuando la apertura de los mPTP es prolongada y no
regulada, se produce una despolarizacion del potencial de membrana mitocondrial,
el cese de la sintesis de ATP, la liberacion masiva de citocromo C y Ca?*
mitocondrial, lo que conduce a la inflamacién y muerte mitocondrial (Kwong &
Molkentin). Durante la reperfusion, los niveles excesivos de ERO, Ca?* y fésforo
inorganico; el agotamiento de ATP y la normalizacion del pH celular son factores

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

4. Tratamiento farmacoldgico de laisquemia miocéardica aguda

Aungue existen estrategias para minimizar la lesion isquémica miocardica aguda en
pacientes que presentan un infarto agudo de miocardio con elevacién del segmento
ST (IAMCEST) o en pacientes sometidos a cirugia cardiaca, la "lesiébn por
reperfusion miocardica" y la muerte de cardiomiocitos, que paradojicamente se
produce con la reperfusion aguda, sigue siendo un objetivo terapéutico desatendido
en estos dos grupos de pacientes (Hausenloy & Yellon, 2016). Por tanto, las
lesiones de la intervencion son objeto de estudios pre-clinicos y nuevos abordajes

terapéuticos se desarrollan con la finalidad de limitar el dafio. En este contexto, la
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identificacion de los mecanismos moleculares relacionados al dafio producido por
la I/R, abre la posibilidad de encontrar farmacos 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 farmacos que posean la capacidad para pre-
acondicionar el miocardio frente a la lesion por I/R.

Del abanico de farmacos que podrian ser de interés en este campo, la seleccion de
Nebivolol y Trimetazidina se basé fundamentalmente en que ambos farmacos
emplean diferentes vias de sefalizacion para influir sobre el estrés oxidativo y la
acumulacion intracelular de Ca?*; siendo estos mecanismos potencialmente

responsables de la lesion inducida por I/R.

5. Farmacos objeto de estudio y resultados experimentales

relacionados

5.1. Trimetazidina y resultados de sus principales propiedades

farmacoldgicas descritas a través de estudios pre-clinicos

5.1.1. Generalidades farmacoldgicas 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 modulacién del metabolismo
celular. El mayor desarrollo en la aplicacion de la terapia metabdlica se produjo con
la aparicion de trimetazidina (TMZ) y ranolazina (RNZ), ambos compuestos inhiben
parcialmente la oxidacion de los acidos grasos del miocardio (Liu et al., 2016). El
mecanismo de accion méas reconocido para TMZ es la inhibicion competitiva de la
3-cetoacil CoA tiolasa de cadena larga (3- KAT), que es la enzima que cataliza la
etapa terminal de la B-oxidaciébn de los &cidos grasos, provocando que el
metabolismo energético se desplace hacia la oxidacién de la glucosa para producir
ATP (Kantor et al., 2000) (Figura 2). Los efectos de la TMZ sobre las tasas de -
oxidacion de los acidos grasos del miocardio descritos en modelos animales (Kantor
et al.,, 2000; Lopaschuk et al., 2003) también se han observado en el corazén
humano (Lionetti et al., 2011).
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El efecto beneficioso de la TMZ como farmaco antianginoso se establecio antes de
que se descubriera que el farmaco actla a través de la inhibicién parcial de la
oxidacion de los &cidos grasos del miocardio. Los primeros estudios preclinicos
demostraron que era citoprotectora en varios modelos de isquemia miocardica y
reperfusion (Guarini et al., 2018). Actualmente, la TMZ es un farmaco antianginoso
de segunda linea, aunque en estudio clinicos, se ha demostrado su eficacia en
pacientes diabéticos con sintomas de infarto, pacientes con insuficiencia cardiaca y
en pacientes que fueron sometidos a revascularizacién (Marzilli et al.; McCarthy et
al.).
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Figura 2. Mecanismo de accion propuesto para la trimetazidina (TMZ) en el
metabolismo y la proteccion miocardica.

La administracion de TMZ induce la inhibicién parcial de la B-oxidacién de los
acidos grasos y aumenta la piruvato deshidrogenasa y determina el aumento de
la oxidacion de la glucosa, energéticamente util en las condiciones isquémicas del
miocardio.

LDH = Lactato deshidrogenasa; CPT = carnitina palmitoiltransferasa; MPC =
Proteina Mitocondrial Transportadora de Piruvato.
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En esta linea, nos propusimos realizar una revision de los efectos demostrados para
la TMZ en modelos experimentales, que se desarrollaron con el animo de valorar el
potencial terapéutico del farmaco sobre varias patologias, incluyendo otras
enfermedades cardiovasculares, enfermedad renal y perfil antidiabético. Por otra
parte, incluimos la revision de las acciones antioxidantes descritas para TMZ, asi

como las rutas de sefalizacion 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 oxidacion de acidos grasos, se produce un exceso de NADH,
lo que puede romper el equilibrio redox entre nicotinamida adenina dinucleétida
reducida (NADH) y nicotinamida adenina dinucleétida oxidada (NAD*), y
eventualmente puede conducir a un EO. Estos mecanismos sugieren que la
inhibicion de la 3-KAT, y subsecuente reduccion de la oxidacion de &cidos grasos
producida por TMZ, disminuye la relacion mitocondrial NADH/NAD+ (Liu et al.,
2016), lo que en parte explica las propiedades antioxidantes descritas para el
farmaco (Wang et al., 2021; Zheng et al., 2018).

El exceso de succinato generado por los cambios en el metabolismo mitocondrial y
gue ocurren durante el proceso de I/R, es la principal fuente de electrones que se
escapan de la cadena respiratoria y reaccionan con el oxigeno, dando origen a la
formacion incontrolada de ERO (Andrienko et al., 2017). En un modelo experimental
de retorno de la circulacion espontanea, se demostré que el pretratamiento con TMZ
indujo una reduccion del succinato superfluo relacionado con ERO mitocondriales y
atenud el EO en el corazon. Estos efectos se asociaron con una inhibicion de la
oxidacion mitocondrial de acidos grasos libres (OAGL) inducida por el tratamiento
con TMZ (Wang et al., 2021). Aungue los hallazgos preclinicos de la TMZ estan mas
dirigidos al tratamiento de la miocardiopatia isquémica, los resultados obtenidos
abren un nuevo abanico de oportunidades terapéuticas para este farmaco. Al igual

que fuera descrita para el proceso de isquemia/reperfusion, 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 Il mitocondrial.
Asi, los efectos de TMZ y sus propiedades antioxidantes han sido extrapolados a la
IC-no isquémica, donde el modulador del metabolismo proporciond proteccion
contra la apertura del mPTP, un efecto que fue asociado a la atenuacion de la
generacion de ERO y no a la inhibicion de la 3-KAT (Dedkova et al., 2013). La
cardiomiopatia diabética (CMD) se define por la existencia de una estructura y un
rendimiento miocardico anormales en individuos con diabetes mellitus y en ausencia
de otros factores de riesgo cardiaco (Jia et al., 2018). Un cambio en el estado
metabolico, aumento de la inflamacion y del EO, son elementos de la fisiopatologia
de la enfermedad (Borghetti et al., 2018). En modelos de ratas diabéticas se ha
demostrado que la TMZ podria utilizarse para prevenir y tratar la DMC (Ovide-
Bordeaux et al., 2005; Zhang et al., 2016) y el efecto beneficioso del farmaco parece
estar asociado a la inhibicion de NADPH oxidasa 2 (Nox2) (Tang et al., 2019),
enzima relacionada con estrés oxidativo e induccion de fibrosis en corazones
diabéticos (Liu & Zhang, 2015). Al igual que la Nox2, el canal de potencial receptor
transitorio 3 (CPRT3) desempefia un papel fundamental en el remodelado cardiaco.
Los efectos antioxidantes y antiinflamatorios producidos por TMZ en modelos de
ratas con DMC también se han asociado con la inhibicion de CPRT3 (Tang et al.,
2019).

El estrés oxidativo es también uno de los elementos mas comunmente 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 administracién del modulador metabdlico fue
capaz de suprimir la progresion de la aterosclerosis en ratas y reducir la formacién
de células espumosas, sin afectar a los niveles de lipidos plasmaticos (Zheng et al.,
2018). Hallazgos similares han sido reportados con la administracion de TMZ en
ratones LDL-R-/-, donde el farmaco redujo el crecimiento de la placa aterosclerética
(Hohensinner et al., 2021). Un aspecto novedoso en la comprensién de la
enfermedad aterosclerética es la relacion existente entre la OAGL y la secrecion de
interleucinas inflamatorias. La relacion establecida pasa por la interaccién que

existe entre la AGL y el sistema de la proteina 3 que contiene dominios NOD, LRR
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y pirina (NLRP3), el cual es requerido para la activacion del inflamasoma y secrecion
de interleucina 1 B (IL-1B) en los macrofagos proinflamatorios (Grebe et al., 2018).
En macréfagos derivados de monocitos humanos, la activacion del sistema NLRP3
y la secrecion de IL-1B disminuyeron significativamente tras la inhibicion de la OAGL
inducida con TMZ (Hohensinner et al., 2021). Este estudio también establecio que
existe una relacion entre la inhibicion de la OAGL y la reduccion de la IL-13
circulante y escindida en la lesion aterosclerética en ratones LDL-R-/-(Hohensinner
et al., 2021).

Podriamos decir que en la ECV, tanto las cardiopatia isquémica como la no
isquémica, asi como en los dafios cardiacos y vasculares inducidos por la diabetes
y ateroesclerosis, el EO y la inflamacibn son elementos comunes y, en
consecuencia, de los hallazgos descritos, la TMZ surge como un enfoque

terapéutico novedoso en el manejo de estas patologias.

5.1.3. Mecanismos cardioprotectores de la trimetazidina en modelos de
isquemia
En condiciones normales, el sustrato energético del corazén son los acidos grasos
libres, resultando en la fuente principal de produccion de ATP en el miocardio.
(Kolwicz et al., 2013). El &acido graso antes de empezar la B-oxidacion, debe
convertirse a acil-CoA gque es transportado dentro de la mitocondria mediante la
carnitina. La molécula de acil-CoA, por medio de la B-oxidacion, es un generador de
acetil- CoA; que entra al ciclo de Krebs donde se producen el NADH vy flavina
adenina dinuclettido (FADH2) que se dirigen a la cadena de transporte de
electrones (Figura 3) (Honka et al., 2021).El mecanismo de accién descrito para la
TMZ la convierte en una molécula de interés farmacoldgico, 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 funcién mitocondrial y la utilizacién
de la glucosa (Shu et al., 2021); asi como capacidad para reducir la apoptosis
miocardica 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 inhibicion de la apoptosis y el fomento de la autofagia
(Zhong et al., 2017). Estos efectos se han explicado a partir de la activacion de la
via cinasa de AMP (AMPK) — regulator de informacion silente 1 (SIRT1) mediada
por TMZ (Luo et al., 2021; Shu et al., 2021).

Sustratos energéticos del corazén en diferentes condiciones

1. Corazén adulto 1. Corazén fetal A
2. Ayuno B Cwcosa +——+ Glucgeno [1-Mm‘md"9m“ﬂm

3. Diabetes 2 bt
1. Ejercicio J 2. Cetosis
Lactato 4—» Piruvato Cuerpos cetdnicos

e ¥
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Aminoacidos

ATP (>95%

Figura 3. Sustratos energéticos del corazén

Los sustratos que producen energia (acidos grasos, glucosa, cetonas y
aminoacidos), a través de vias catabdlicas especificas, convergen en la produccion
de acetil CoA con la posterior entrada en el ciclo del acido tricarboxilico (ATC). El
paso final de la transferencia de energia se logra a través de la fosforilacién
oxidativa (FosOXx), que suministra mas del 95 % del ATP consumido por el corazoén.
Los cuadros por encima de cada via metabdlica indican la condicion patoldgica y/o
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fisiolégica en la que el sustrato especifico 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, &acido

tricarboxilico; O2, oxigeno.

En la comprensidn 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 demostré que la regulacién metabdlica que ejerce TMZ induce
una reduccién de la lesién cardiaca en ratones con ligadura de la arteria coronaria
izquierda, un efecto que fue vinculado con la activacion de la via de la proteinas
cinansas activadas por mitogenos (MAPK), en especifico, la via 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-reperfusion, aunque el farmaco ejerce efecto protector, no
modifico la via de la p38 ni de la JNK, ambas MAPK (Pantos et al., 2005).

Adicional a la utilizacion de lesién cardiaca inducida por ligadura coronaria, otros
autores han empleado modelos de sobrecarca cardiaca por compresion aortica
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 demostrd revesion parcial de los cambios metabdlicos inducidos por
sobrecarga de presion, en lo que los autores describen como un efecto mediado por
la regulacion de los niveles séricos de neuropéptido Y (NPY) y la expresion 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 reduccion de
la via NOX/NF-k3/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) estudi6 la

accion combinada de la TMZ y la Coenzima Q10 en cardiomiocitos aislados de
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corazones de ratas expuestos a cisplatino. Su conclusion fue que la administracion
conjunta de TMZ y Coenzima Q10 suprimieron significativamente la cardiotoxicidad
inducida por el cisplatino (Zhao, 2019). En otro estudio en donde se evalud el efecto
de la TMZ sobre la toxicidad cardiaca inducida por sunitinib en ratones
129S1/SvimJ, se demostro la capacidad del farmaco para revertir la hipertension y

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

5.2. Nebivolol y sus propiedades cardiovasculares y antioxidantes descritas

en estudios pre-clinicos

5.2.1. Generalidades farmacolégicas del Nebivolol

El propranolol fue el primer bloqueante B-adrenérgico (BBA) que se introdujo en la
clinica en 1964, y desde entonces han llegado al mercado otros BBA. Los BBA mas
antiguos o conocidos como de primera generacién, se caracterizan por su
antagonismo no selectivo, presentando afinidad frente a los adrenoreceptores (AR)
tanto B1-AR como B2-AR (Wong et al., 2016). Una de las grandes limitaciones que
presenta este primer grupo de BBA es que la interaccion con el B2-AR puede causar
efectos secundarios graves relacionados con los 2-AR, como broncoespasmos,
gue es una afeccidn potencialmente letal para los pacientes con asma o enfermedad
pulmonar obstructiva cronica (EPOC). Un potencial aumento de la resistencia
vascular periférica (RVP) también se puede originar debido al antagonismo de los
B2-AR en la vasculatura periférica. Producto de estas interacciones y efectos
adversos relacionados, se trabajo en el desarrollo de farmacos altamente selectivos
para los B1-AR (segunda generacion) y se avanz0 hasta la tercera y mas reciente
generacion 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 mayoria de los casos, caracterizado por ejercer un efecto vasodilatador directo.
El NEB es un bloqueante selectivo de B1-AR, catalogado como un 3 bloqueante de
accion prolongada. Este farmaco existe en forma de mezcla racémica (enantiomero

L y D), donde el D-nebivolol presenta mayor afinidad por los receptores f1-AR por
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lo que se le considera como el principal responsable de los efectos cardiacos (Olawi
et al.). Por otra parte, el L-nebivolol media principalmente, la liberacién de (6xido
nitrico) ON derivado del endotelio (Wehland et al.). Ademas, se demostré que el
NEB induce la lipdlisis y promueve los genes termogénicos y mitocondriales a través
de los B3-AR (Bordicchia et al.). También reduce el EO mediante la activacion de la
NOS endotelial (NOSe) aumentando la biodisponibilidad del ON. (Khan et al., 2013)
Su principal indicacion es para la hipertension arterial, aunque en estudios
preclinicos se ha demostrado su eficacia en patologias 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 nitrégeno (ERN) desempefian un papel clave
en la regulacion de la sefalizacion fisioldgica y patologica dentro de la vasculatura.
En condiciones fisioldgicas, 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 produccion 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 dafio vascular observado en afecciones
cardiovasculares.

Hasta la fecha, se han descubierto varias moléculas que son farmacos
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 produccion de ERO mediante el blogueo de las
catecolaminas, que se sabe, inducen EO en el miocardio (Turck et al., 2022) (Figura
4). Ademas, 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 expresion de la NOSe,
asi como también su capacidad para reducir la produccion de ERO y la expresion
de Nox (Z. Wang et al.,, 2017). Adicionalmente, en un estudio experimental se
demostré que el NEB inhibe la actividad de la Nox, lo que se relacioné con la
capacidad de este farmaco para mejorar la disfuncion endotelial a través de un

mecanismo antioxidante independiente de la actividad de bloqueo del B1-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 hipertension (Virdis et al., 2011).

Son diversos los modelos experimentales y esquemas de tratamiento en los que
NEB ha demostrado sus efectos positivos sobre la regulacion del EO. En este
contexto, resumimos hallazgos de interés en el Tabla 1.La descripcion preclinica
del NEB lo convierte en un farmaco antihipertensivo prometedor y demuestra fuertes
propiedades antioxidantes debido a su capacidad para liberar ON. Ademas de

reducir la presion arterial, ha demostrado eficacia para prevenir los dafios organicos.
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Figura 4. Efectos protectores del nebivolol frente al estrés oxidativo para prevenir el
dafio de 6rganos diana relacionado con la hipertension.

Endothelial

dysfunction

Actividad, expresion y desacoplamiento de la eNOS en (a) condiciones normales,
(b) activacion B-adrenérgica aguda y (c) activacion B-adrenérgica cronica.

NOSe, 6xido nitrico sintasa endotelial; ON, éxido nitrico; ERO, especies reactivas
del oxigeno.
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Tabla 1. Eficacia antioxidante demostrada para Nebivolol

en modelos

experimentales relacionados con enfermedad cardiovascular.

Titulo resumido

Metodologia / Hallazgos de interés

Nebivolol y la regulacion
de Nox2/NADPH oxidasa

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

en toxicidad cardiaca | NEB previno el aumento (superéxido) O, y TBARS en el ventriculo
inducida por etanol (do | izquierdo de ratas tratadas con etanol.

Vale et al., 2021)

Nebivolol previene EO | NEB 10 mg/kg/dia p.o. durante 3 semanas.

vascular y la HTA en ratas
tratadas con etanol (do
Vale et al., 2018)

La disminucion de los niveles aodrticos de nitrato/nitrito (NOX)
inducida por el etanol fue prevenida por NEB

Efectos antitromboticos del
NEB implican B2-AR y las
vias COX-2/PGil;
(Kozlovski et al., 2015)

1.Ratas anestesiadas con circulacion extracorpdérea perfundidas con
tiras de coldgeno. 2.Vasodilatacion en corazones aislados de
cobaya perfundidos.

NEB indujo efecto antitrombdético sostenido y dosis dependiente.
Indujo vasodilatacion dependiente del NO e independiente de B2-
AR.

Nebivolol alivia el
remodelado aortico
mediante la regulacién de
la eNOS vy la inhibicién del
EO en modelo de HTA (Y.
Wang et al., 2017)

Ratas tratadas con L-NAME (60 mg/kg/dia), solo 0 en combinacién
con NEB (8 mg/kg/dia) p.o. durante 8 semanas.

NEB produjo aumento de los niveles de NO, de la actividad de la
NOS y de la expresion de eNOS, p-eNOS, Akt y p-Akt, asi como de
una reduccién de la generacién de ERO y de la expresién de Nox2,
Nox4 y p22phox.

Nebivolol mejoré el dafio
renal en ratas diabéticas
mediante la regulacién de
la via del estrés
oxidativo/NO (Guan et al.,
2020)

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

NEB increment6 el NO plasmatico y renal, aumento las expresiones
de eNOS, p-eNOS y NOS neuronal, y suprimié el desacoplamiento
de eNOS y la expresion de NOS inducible.

Efectos del nebivolol
mediados por el NO en el
infarto de miocardio: la
fuente del o6xido nitrico
(Sorriento et al., 2018)

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

Los dafios oxidativos (caracterizados por la disminucién de los
niveles de MDA y el aumento de los niveles de SOD) y nitrosativos
(caracterizados por la disminucion de los niveles de ONOO-) fueron
limitados en los grupos con NEB.

Akt = Proteina cinasa B; Oz = Anion superdxido; HTA = hipertension arterial; NOSe = Oxido nitrico
sintetasa endotelial; ON = Oxido nitrico; Nox= NADPH oxidasa; p-Akt = Akt fosforilada en Ser473;
p-eNOS = eNOS fosforilada en Ser1177; TBARS= Sustancias reactivas al &cido tiobarbiturico
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5.2.3. Efectos cardioprotectores del Nebivolol demostrados en modelos
experimentales

Son multiples 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 simpatica
desempefia un papel importante en la modulacion del ritmo cardiaco y por esta
razén, los BBA han sido objeto de estudios para valorar su eficacia como
antiarritmico (Grandi & Ripplinger, 2019). Uno de los estudios que tuvo como objeto
la evaluacion del efecto antiarritmico del NEB, evalud el farmaco en arritmias
inducidas por reperfusion tras ligadura de la arteria coronaria en ratas (Lu et al.,
1994). En este estudio, el BBA de tercera generacion redujo la incidencia de
taquicardia ventricular (TV) y disminuy6 la de fibrilacion ventricular (FV). En el
mismo estudio, los autores emplearon corazones de cobaya estimulados
eléctricamente y el resultado obtenido con la administracion de NEB fue una
reduccion del umbral de FV, asi como una proteccion frente a las arritmias inducidas
por ouabaina y aconitina (Lu, 1994).

El objetivo de emplear NEB como agente cardioprotector se basa, no solo en su
capacidad para bloguear los estimulos cardiacos que resultan de la activacién de
los B1-AR; sino que también consideran las acciones vasodilatadoras descritas para
el farmaco (Kamp et al., 2010) (Figura 5). En esta linea, la disfuncién endotelial es
un estado patoldgico sistémico del endotelio caracterizado por una reduccion de la
biodisponibilidad de los vasodilatadores, esencialmente el ON. Uno de los factores
clave de la disfuncion endotelial es la sobreproduccién de ERO, por lo que el NEB,
para el cual ya hemos descrito sus propiedades antioxidantes, es un agente
terapéutico que modifica esta condicion de interés clinico. Asi se observa que
algunos autores vinculan la actividad cardioprotectora del BBA con su capacidad
para mejorar la funcion endotelial (Toblli et al., 2012).

De forma concreta, el efecto cardioprotector del NEB ha sido descrito en el modelo
de cardiotoxicidad inducida por antraciclinas, farmacos de uso habitual en el
tratamiento antineoplasico. En un estudio llevado a cabo por de Nigris y col.(2008),

(de Nigris et al.) se evalud toxicidad cardiaca de las antraciclinas mediante la

45



determinacion de la presion ventricular izquierda desarrollada bajo una presion de

perfusion constante,

NEBIVOLOL

+ Frecuencia cardiaca
Gasto cardiaco
Volumen sistélico

Funcién diastolica
+ Hipertrofia
+ Fibrosis

Biodisponibilidad de NO
¥ Estrés oxidativo

/ \ ¥ Apoptosis

| Vasodilatacion Aumenta eficacia de contraccion

L ) Mejora funcion endotelial Proteccion frente a la isquemia
Corazén J Resistencia vascular periférica

: j Vasos Corazén

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

El antagonismo de los receptores [1-adrenérgicos cardiacos por nebivolol
mantiene o mejora la funcion ventricular izquierda en sujetos sanos y en pacientes
con hipertensién al disminuir la frecuencia cardiaca, aumentar el gasto cardiaco
y el volumen sistélico. Ademas, el nebivolol protege la salud reduciendo el estrés
oxidativo y aumentando la biodisponibilidad de Oxido nitrico mediante la
eliminacion de O2- no dependiente de receptores y la inhibicion de la NADPH
oxidasa y la desacoplamiento de la éxido nitrico sintasa endotelial dependiente
de receptores 33-adrenérgicos. En la vasculatura, el nebivolol actia a través de
los receptores [(3-adrenérgicos para aumentar la biodisponibilidad del éxido
nitrico y ejerce un efecto barredor directo, lo que conduce a la vasodilatacion y a
una mejora de la funcién endotelial.

NADPH, nicotinamida adenina dinucleétido fosfato reducido; NOX, NADPH

oxidasa; eNOS, 6xido nitrico sintasa endotelial; NO, 6xido nitrico.
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la tasa de variacidn de este parametro durante la sistole (contractilidad) ( Max dP/dt)
y durante la diastole (relajacién) (Min dP/dt); demostrando que la combinacién con
NEB reduce la toxicidad cardiaca; a la par que el farmaco aumenta los niveles de
glutation peroxidasa y la liberacion de nitrito/nitrato, cambios que podrian explicar
su efecto cardioprotector (de Nigris et al., 2008). En otro estudio donde se emple6
el modelo de IAM de rata, relacioné 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 corazon perfundido de Langendorff

6.1. Generalidades del modelo de corazon perfundido de Langendorff
Podemos denominar al método de Langendorff de corazén aislado, como la
perfusion de las arterias coronarias de un corazon por una solucién nutricia y
oxigenada que fluye retrogradamente 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 corazon aislado se ha
convertido en el modelo estandar para la ensefianza y la investigacion
cardiovascular basica, realizando aportes sobre temas como la regulacion de la
funcioén cardiaca, flujo coronario y el metabolismo cardiaco (Skrzypiec-Spring et al.,
2007).

El principio de este modelo consiste en la canulacién, a un aparato de perfusion, de
un corazén aislado de un animal, pudiendo ser de ratdn, rata, cobayo, conejo, perro
o cerdo. El sistema de perfusion permanece conectado a un bomba que perfunde
la solucion nutricia, burbujeada continuamente con carbégeno (95% 02 y 5% CO2),
desde un reservorio y a través de tubos termostatizados a 37 ° C, hasta el tejido

aislado (Langendorff).
6.2. Descripcion de latecnica

6.3. técnica

6.4. Parametros obtenidos a partir del corazén perfundido

Este modelo experimental permite la medicién de la funcién sistdlica y diastélica del
ventriculo izquierdo mediante la insercion de un balén de latex dentro del ventriculo.
Diversos datos funcionales contractiles, como la frecuencia cardiaca, la presion

desarrollada por el ventriculo izquierdo (PDVI) , la presion al final de la diastole
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(PFD) y derivados como el Max dP/dT y Min dP/dT. Ademas, puede ser valorado
ajustando, el volumen del balon, el estiramiento ventricular y establecerse curvas
de Frank-Starling, que pueden ser especialmente valiosas en muchos experimentos
funcionales (Bell et al., 2011).La medida tipica de la funcién cardiaca es la PDVI,
esta se obtiene restando la PFD de la presion sistdlica. Esta medida puede variar
en funcion de la cepa del raton o rata. La frecuencia cardiaca se obtiene a partir de
las mediciones ciclicas de las ondas de presion del VI, mediante el programa de
registro y adquisicion de datos (LabChart V.8). Ademas, las derivados de
contractilidad como el Max dP/dT y Min dP/dT se estiman utilizando la primera
derivada de la onda de presién del VI(Kolwicz & Tian, 2010). EI método de
Langendorff de corazén aislado es muy adecuado para estudiar las intervenciones
farmacoldgicas sobre la funcién miocardica, la conduccion eléctrica, la reactividad
vascular, la funcién endotelial y del masculo liso coronario (Liao et al.). Una de las
principales area de investigacion de este modelo se enfoca en la proteccion frente
a la muerte celular inducida por los dafios relacionados a la I/R. Una muestra de
estos estudios publicados en el dltimo afio, se resumen en la Tabla 2, en el que
ademas se identifican las principales determinaciones realizadas y que hacen de

este modelo una técnica con aplicacion biomédica integral.
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Tabla 2. Investigaciones del ultimo afio que utiliza el modelo de Langendorff en

estudios de isquemia reperfusion

Titulo resumido

Determinaciones realizadas

Diminazene Aceturate
promotes

(Coutinho et al., 2022)

cardioprotection

Niveles de ATP y funcién mitocondrial.

Cardiac Protection of a Novel
Lupane-Type
(Guo et al., 2022)

Triterpenoid

Parametros hemodinamicos: PDVI, frecuencia
cardiaca, Max dP/dt.
Niveles de CK, LDH, SOD, MDA y GSH-Px

Urocortin | Protects against | Parametros hemodinamicos: PDVI, frecuencia

Myocardial cardiaca, Max dP/dt.

Ischemia/Reperfusion  Injury | Estado respiratorio mitocondrial, actividad

(Liu et al., 2022) enzimatica respiratorio mitocondrial y nivel de
cardiolipina mitocondrial

Oxytocin  ameliorates  high | Parametros hemodinamicos: PDVI, area de

glucose and | infarto

ischemia/reperfusion injury | Consumo de oxigeno mitocondrial

(Yao et al.)

Teriflunomide treatment | Parametros hemodinamicos: PDVI, flujo

exacerbates cardiac ischemia

reperfusion injury (Alexander et

coronarioy ECG

area de infarto

al.)
TRPV1 Contributes to | Expresion de eNOS, INOS y pNOS por
Modulate the Nitric Oxide | Western blot

Pathway during Ischemia and
Reperfusion(Castrejon-Téllez

etal)

Niveles de NO, BH4, cGMP, entre otros
Cambios estructurales por histologia
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6.5. Ventajas y desventajas del modelo de corazon perfundido de
Langendorff
El modelo Langendorff de corazon aislado es un método conveniente para la
evaluacion de los mecanismos involucrados en el dafio miocardico y la
cardioproteccion. La reproducibilidad y su alto rendimiento caracterizan a este
modelo. Es capaz de conjugarse con otras técnicas de investigacion, como la
resonancia magnética nuclear, para complementar los datos obtenidos durante el
montaje. Es un excelente método para el tamizado de farmacos, ya que los
resultados son independientes de los factores neuroendocrinos y los presentes en
la circulaciéon sistémica. Sin embargo, el modelo presenta ciertas complejidades
como la necesidad de habilidad y delicadeza en la manipulacién del corazén, debido
a su vulnerabilidad. Adicionalmente, durante el experimento puede presentarse un
flujo coronario excesivo y edema tisular, lo que hace necesario la estandarizacion
de la velocidad de perfusion. Durante su realizacibn se deben controlar
cuidadosamente las condiciones experimentales (Disponibilidad de oxigeno y

nutrientes, temperatura y presion de perfusion) (Skrzypiec-Spring et al., 2007).

6.6. Corazon perfundido como modelo traslacional del IMy de la lesién por
isquemia reperfusion.
Los modelos experimentales de corazon aislado son un modelo confiable y
reproducible para explicar los mecanismos relacionados al dafio inducido por I/R 'y
de la cardioproteccion (Lindsey et al., 2018). De ahi que, a partir de estudios en
corazén aislado, como el modelo Langendorff; se haya desarrollado la base para el
ejecucion de estudios clinicos dirigidos a reducir el tamafio del infarto en pacientes
después de sufrir un IAM. El Instituto Nacional del Corazon, los Pulmones vy la
Sangre (NHLBI, siglas en inglés) recomienda que en los estudios preclinicos
enfocados a la cardioproteccidén farmacoldgica de los dafios relacionados a I/R se

enfoquen en definir intervenciones cardioprotectoras efectivas y el momento
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apropiado para su administracion; mediante la evaluacion de la eficacia de terapias
combinadas en comparacion con las terapias individuales (Schwartz Longacre et
al., 2011). Poder encontrar un farmaco o una combinacién de farmacos , ya sean
nuevos o conocidos, que sean capaces de pre/post acondicionar al miocardio frente
al dafio por I/R, se vuelve relevante (Mewton et al., 2011).

Actualmente se considera que existe una brecha entre los muchos estudios
preclinicos que informan de una cardioproteccién frente al infarto con intervencién
farmacoldgica; y la traduccion, de esas misma estrategias, en mejores resultados
clinicos en los pacientes con IAM (Heusch, 2020). La comparacion con modelos
animales inapropiados y estudios clinicos mal disefiados, son algunas de las
razones que sustentan esta brecha (Bulluck et al., 2016; Herr et al., 2015). Sin
embargo, otros autores, analizan la situacién desde otro punto de vista y proponen
encajar los contextos clinicos del IAM a los diferentes modelos animales existentes
utilizados para evaluar los dafios por I/R (Mewton et al., 2011).

El futuro de la terapia cardioprotectora depende de una mejor comprension de la
fisiopatologia de la lesiébn miocardica por I/R y las vias de transduccion de sefiales
cardioprotectoras. Adicionalmente aun existe la necesidad de encontrar y
desarrollar farmacos cardioprotectores que se puedan administrar antes o durante
la reperfusion (Heusch, 2020). Todas estas son razones validas para continuar con
las investigaciones cardiovasculares basicas, entre ellas los estudios que utilizan

los modelos de corazén aislado perfundido.
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7. Biomodelo experimental

Se utilizaron ratas Sprague-Dawley (250-300 g) provenientes del bioterio del
Instituto de Investigaciones Cientificas y Servicios de Alta Tecnologia (INDICASAT-
AIP), Panama. Los animales fueron mantenidos, en el bioterio experimental del
Centro de Investigaciones Psicofarmacologicas (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
investigacion fue aprobado por Comité de Bioética de la Universidad de Panama
mediante nota CBIUP/153/2020.

7.1. Modelo de Isquemia Reperfusién

7.1.1. Cirugiay extirpacion del corazon

Los animales fueron anestesiados con pentobarbital soédico (50 mg/kg) y
anticoagulados con heparina sodica (500 U/kg). Una vez comprobado el plano
anestésico en el animal, abrimos la cavidad abdominal realizando una incision
transversal. El diafragma se secciond y se realizaron incisiones laterales a lo largo
de la caja toracica. El corazén se separ6, haciendo un solo corte con las tijeras en
el tejido conectivo que fija al corazon. Seguidamente, el corazon se colocd en un
recipiente que contenia solucién amortiguadora helada (4°C) de Krebs-Henseleit (K-
H) (NaCl (118.5 mM), NaHCOs (25mM), KCI (4.7 mM), KH2PO4 (1.2 mM), MgSOa.
7H20 (1.2 mM), Glucosa (11 mM), CaCl2.2H20 (2.5 mM), Octanoato de sodio
(7.7x102 mM)). Por ultimo, la aorta del corazén se limpid, canuldé y se conecté al
sistema de perfusion para la perfusion retroégrada (Figura 6).
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Figura 6. Sistema de perfusion

7.1.2. Estandarizacion del modelo de I/R empleando el corazon perfundido de
Langendorff
La estandarizacion fue el proceso previo a la implementacion del modelo en la
evaluacion farmacolégica. Considerando que la reproducibilidad del modelo de I/R
depende de variables importantes como la velocidad de perfusion, basamos la
primera fase de estandarizacion en la modificacion de este factor. Los primeros
resultados fueron obtenidos con la velocidad de perfusion de 8 mL/min, con la que
no se logro la presién basal minima deseada (datos no mostrados). Con base a este
resultado llevados a cabo durante el proceso de estandarizacon, seleccionamos las
velocidades de 10.5 y 12 ml/min para ser empleadas en la perfusion del corazén
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

55



mecanismo empleado para la induccion de la isquemia, que se relaciona con el dafio
asociado a la isquemia reperfusion. En nuestro caso, evaluamos la induccion de la
isquemia mediante la suspension de la perfusion (SP) o por la deprivacion de
oxigeno (DO) en la solucion perfundida.

En todos los protocolos se mantiene un grupo control, donde los corazones son
perfundidos de forma continua y con solucion oxigenada durante 120 minutos,
mientras que, el grupo isquemia reperfusion, 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 reperfusion 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 induccion de la
lesion cardiaca y que ademas garantizarian la reversion, aunque solo fuera parcial,

de la actividad del tejido.

7.1.3. Evaluacién de los parametros fisiologicos

El registro de los datos fue por medio de un balén de latex que es insertado en el
ventriculo izquierdo a través de la valvula mitral y conectandolo a un transductor de
presion (Physiological pessure transducer, ADInstruments, MLT844). Para todos los
corazones, cambios en la presion desarrollada en el ventriculo izquierdo (PDVI) y la
frecuencia cardiaca (FC) se registraron continuamente utilizando un sistema de
adquisicion de datos PowerLab v8. Ademas, se logré calcular otros valores de la
funcionalidad cardiaca como lo son el MaxdP/dt (indicador de la contraccion
miocardica), MindP/dt (indicador de la relajacion miocardica) y el doble producto que
es el resultado de la multiplicacién del valor de la FC y la PDVI y que ademas es
considerado un indicador del consumo miocardico de oxigeno (Herr et al., 2015). La
descricion de la obtencion de los pardmetros hemodinamicos se resumen en la

Figura 7.
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Figura 7. Pardmetros hemodindmicos obtenidos por el sistema de registro y calculados a
partir de los datos registrados.
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7.1.4. Evaluacion del efecto cardioprotector de Nebivolol y Trimetazidina,

solos y en combinacién, empleando el modelo de I/R
Con base a la estandarizacion y los resultados obtenidos, establecimos como
modelo la perfusion a 10.5 mL/min y la isquemia fue inducida por la DO en la
solucion perfundida. De esta forma, el grupo control (C) la perfusion con solucion K-
H oxigenada se realizé 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
perfusion de la solucibn K-H oxigenada, posteriormente se indujo la isquemia
mediante la perfusion de una solucion K-H sin oxigenar durante 30 min, para
continuar con la fase de reperfusion 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 estabilizacion y 7 min antes de la isquemia, los
farmacos se suministran disueltos en solucién K-H oxigenada. Al igual que fuera
descrito para el grupo I/R, en los corazones pretratados con los farmacos y sus
combinaciones, finalizada la fase de isquemia se procede con la reperfusion,
siempre manteniendo la velocidad de flujo de 10.5 mL/min. La TMZ se evalu6 en
concentraciones de 25uM y 100uM, el NEB se evalu6 en concentraciones de 10 uM
y 25uM. Adicionalmente se evalué la combinacion de las concentraciones de los
farmacos 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 cirugia, P: periodo de perfusion, I: periodo

de isquemia, R: periodo de reperfusion, T: periodo de perfusion del tratamiento,
NEB: Nebivolol, TMZ: Trimetazidina.
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7.1.5. Determinaciones histoldgicas del corazén

Una vez concluidos los protocolos de perfusion, los corazones fueron sometidos a
un proceso de fijacion y tincion. El corazén se congelé por 10 min a -80 °C,
finalizado el tiempo de congelacion obtuvimos secciones transversales desde el
apice hacia la base del corazon. Los cortes fueron tratados con Cloruro de
Trifeniltetrazolio al 1% durante 15-20 minutos a una temperatura de 37 ‘C y se
fijaron con formaldehido al 10% durante 20 min. Los corte tefiidos se fotografiaron
bajo estereosopio y, utilizando el software Image J®, se trazaron las zonas de infarto
y se calcularon las areas de infarto respectivas en términos de pixeles (Ito et al.,
1997)

8. Evaluacion vascular de Nebivolol y Trimetazidina

Después de la extraccion del corazon, el resto de la aorta toracica se limpio de grasa
y tejido conectivo y se corto en anillos de aproximadamente 2 mm de longitud. Cada
anillo arterial se suspendi6 entre dos ganchos de acero inoxidable conectados a un
transductor de fuerza isométrica (Myograph, ADInstrument 7200,) para medir la
tensidén. Cada anillo se sumergio en una camara de 5 ml con solucién de Krebs que
contenia NaCl (122 mM), KCI (4.9 mM), HEPES (10 mM), KH2PO4 (0.5 mM),
NaH2PO4 (0.5 mM), MgClz (1.0 mM), glucosa (11 mM) y CaClz (1.8 mM), con un pH
de 7,4 a 37 °C, burbujeado continuamente con carbdgeno. Se realizdé una tension
de reposo de 2 g en cada anillo y se dej6 que se estabilizara durante 60 min,
realizando lavados cada 15 min. Los cambios en la tension isométrica de los anillos
aorticos se detectaron utilizando un sistema de adquisicién de datos Powerlab con

el software Lab Chart v 8.0.
8.1. Efecto vascular de la NEB/TMZ en anillos aérticos

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

Para investigar el efecto vasorelajante de los farmacos en el endotelio intacto, una
vez estabilizada la tension, se evaluo la integridad endotelial midiendo la respuesta
de relajacion a la acetilcolina (ACh, 1x10° M), en los anillos precontraidos con

fenilefrina (FE, 1x10® M). La integridad del endotelio se confirmé cuando la ACh
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provocaba una relajacion superior al 70%. A continuacion, los anillos adrticos se
contrajeron con FE (1x10® M) y, cuando la contraccién fue estable, se afiadieron
concentraciones acumuladas de NEB/TMZ (1x10% - 1x10* M) en la camara del
organo (Figura 9). En los grupos de control, en el bafio de érganos se afadio el

vehiculo empleado para disolver los farmacos (DMSO/solucién de Krebs).
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Figura 9. Registro original obtenido en el protocolo de evaluacién vascular y obtencién
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 contraccion inducida
por NA

Se analizdé el papel inhibidor de la NEB/TMZ (1x10“ M, 2.5x10°° M) sobre la
contraccion concentracién dependiente de norepinefrina (NE, 1x1071° - 1x10° M),
empleando anillos adrticos con endotelio intacto. En anillos individuales, primero se
evoco la contraccidn mediante concentraciones graduales de NE y posteriormente,
después de periodo de lavado y estabilizacion de 1 h, los anillos aodrticos se
incubaron durante 20 minutos en ausencia (Control-DMSO/solucion de Krebs) o en
presencia de los farmacos NEB o TMZ (Figura 10).
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Figura 10. Registro original obtenido en la evaluacion del efecto de Nebivolol (A) y
Trimetazidina (B) sobre la contraccion vascular inducida por NA en anillos de aorta de
rata.

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

Se analizé el efecto de la NEB/TMZ (1x10* M, 2.5x10° M) sobre la relajacion
inducida por ACh en anillos aérticos intactos con endotelio. En primer lugar, se
obtuvo una curva de relajacion dosis-respuesta a la ACh (1x10® - 1x10* M) tras la
precontraccion por FE (1x10°® M). Tras un periodo de lavado y estabilizaciéon de 1
hora, se realiz6 una curva de relajacion a la ACh en anillos adrticos en ausencia
(Control -DMSO/solucion de Krebs) o en presencia de NEB o TMZ (Figura 11).
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Figura 11. Registro original obtenido en la evaluacién del efecto de Nebivolol (A) y
Trimetazidina (B) sobre la relajacion 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 estim6 mediante un ensayo
basado en el método descrito en la literatura (Pombal et al., 2020). Los farmacos
NEB y el control positivo quercetina, se disolvieron en DMSO, mientras que la TMZ
se disolvié en Tampdn fosfato salino; en dos soluciones de concentracion (25 y 100
MM). Las mezclas de reaccion contenian 100 pL de solucién de muestra y 100 pL
de solucion de metanol de DPPH (0,3 mM), y luego se midi6 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 calculé mediante la siguiente férmula:

En donde el AO es la absorbancia del blanco y Al es la absorbancia de la muestra.

Radical DPPH

O
g g

DPPH(ox) DPPH(red)
purpura amarillo

100 pL de DPPH +

lo(’\ wl Aal nvhr—\nto J
Farmaco

Lectura a 492 nm

[D0ppp0 = DOpxiraces]
—_— x10

W de InhibicidénDPPH =
D{’Inl'lll-‘

Figura 12. Esquema de la metodologia para la evaluacién de la actividad antiradicalaria
frente a DPPH.

9.2. Actividad atrapadora del radical de 6xido nitrico

La actividad atrapadora del éxido nitrico (NO) se estim6 mediante un ensayo basado
en la reaccion de Griess lllosvoy (Pombal et al., 2020). Se mezclaron 50 uL de
NEB/TMZ o Quercetina (25 y 100 uM en DMSO / tampdn fosfato salino) con 50 pL
de nitroprusiato de sodio (10 mM) y 50 uL de reactivo de Griess preparado en
tampodn fosfato salino (pH 7,4). Las microplacas se incubaron durante 150 minutos
a temperatura ambiente en oscuridad y se registré la absorbancia a 546 nm
mediante un lector de microplacas automatizado (GloMax-Multi + Detection System
con Instinct Software). La disminucion de la absorbancia de la mezcla de reaccion
indic6 un aumento de la actividad atrapadora del éxido nitrico (Figura 13). El

porcentaje de eliminacion de radicales NO- se calculd segun la ecuacién 1.
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Figura 13. Esquema de la metodologia para la evaluacién de la actividad
antiradicalaria frente a ON.

9.3. Actividad atrapadora de radicales de anién superdxido

La medicion de la actividad atrapadora de anidén superéxido se basé en el método
descrito por (Pombal et al., 2017). Los radicales superéxido se generaron en un
sistema PMS-NADH (Fenazine Methosulfate - Reduced Nicotinamide Adenine
Dinucleotide) mediante la oxidacion de NADH y se analizaron a través de la
reducciéon de NBT. Los radicales superoxido se generaron en presencia de 50 uL
NEB/TMZ o Quercetina (25 y 100 uM en DMSO / tampdn fosfato salino), utilizando
50 uL de solucién de PMS (120 pM) y 50 uL de solucién de NADH (936 uM). La
reaccion se revel6 afadiendo 50 uL de solucién de NBT (150 uM) a la mezcla, se
incubd a 25 °C durante 5 minutos y, a continuacion, se midio la absorbancia a 560

nm mediante un lector de microplacas automatizado (GloMax-Multi + Detection
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System con Instinct Software). La disminucion de la absorbancia de la mezcla de
reaccion indico un aumento de la actividad atrapadora del anion superoxido (Figura
14). El porcentaje de eliminacién del radical superoxido se calcul6 segun la ecuacion
1.
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Figura 14. Esquema de la metodologia para la evaluacion de la actividad
antiradicalaria frente a ASO
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10. Estandarizacion del modelo de I/R empleando el corazén

perfundido de Langendorff

10.1. Presion desarrollada del ventriculo izquierdo

10.1.1. Protocolo de perfusion 10.5 mL/min

En la primera fase de este estudio realizamos el proceso de estandarizacion del
modelo de corazon 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 mantenia sin cambios significativos durante los 120 minutos de ensayo.

Segun se puede observar en la Tabla 3 y Gréafico 1A, para el grupo control
perfundido a 10.5 mL, los valores de PDVI permanecen invariables durante los 120
minutos de experimentacion, 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 grafico 1A también podemos observar que a esta velocidad
en el periodo de estabilizacién 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 grafico como minuto 70,
cuando la isquemia se induce por DO observamos una disminucion 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, Grafico 1A).

10.1.2. Protocolo de perfusién 12 mL/min

Cuando la velocidad de perfusion 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, Grafico 1B).
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A pesar de que para el grupo perfundido a 12 mL/min observamos una tendencia
natural hacia la reduccién del trabajo cardiaco, consideramos la realizacion de los
ensayos, incluyendo la variable de induccién de la I/R para esta velocidad. Asi, en
los grupos de isquemia experimental desarrollados a velocidad de 12 mL/min
(Grafico 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 perfusion, a los 70 minutos se observa una tendencia a la
disminucién del parametro 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 valoracion 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
reduccion 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, Gréfico 1B).
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Tabla 3. Valores de presion desarrollada por el ventriculo 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 induccion de I/R.

Tiempo Velocidad de perfusion de 10.5 mL/min Velocidad de perfusion de 12 mL/min
(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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Grafico 1. Efecto sobre la presion desarrollada por el ventriculo izquierdo (PDVI) de los
protocolos de corazon perfundido a diferentes velocidades de perfusion (10.5y 12
mL/min) y sometidos a lesion por isquemia/reperfusion, por supresion de perfusion (SP)
o deprivacion de oxigeno (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 perfusién 10.5 mL/min

El proceso de estandarizacion del modelo incluy6 la evaluaciéon del DP. Este
parametro se calcula al multiplicar la PDVI por la FC, ambos valores son obtenidos
del programa de adquisicién 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 x10% £ 1.62 x10% mm Hg . Ipm y para los minutos 70 y 120; los
valores de DP son 22.61 x10% + 1.38 x10%y 21.25 x10° + 1.11 e mm Hg . Ipm,
respectivamente. Con el propoésito 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, encontrandose que no existian
diferencias significativas entre el control 10.5 mL/min (21.75 x10° + 1.62 x10° mm
Hg . Ipm) y los grupos IRSP (19.52 x102 + 1.76 x102 mm Hg . Ipm) e IRDO (22.29
x103% + 2.29 x10% mm Hg . Ipm) (Tabla 4, Gréafico 2A).

Diez minutos después de iniciada la reperfusion (minuto 70), con el protocolo de
induccién de la isquemia mediante la DO, se observa que el valor de DP es
significativamente menor en el grupo IRDO (10.36 x10° + 2.66 x10° mm Hg . Ipm),
comparado con el control, donde el DP al mismo tiempo fue de 22.61 x10° + 1.38
x10% mm Hg . Ipm (Tabla 4, Gréafico 2A).

En el minuto 120 se mantiene la diferencia significativa ente el grupo Control 10.5
mL/miny el IRDO, siendo los valores de DP de 21.25 x10% + 1.11 x10° mm Hg . Ipm
para el grupo control y de 12.35 x10° + 2.36 x102 mm Hg . I[pm en IRDO (Gréfico
2A).
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10.2.2. Protocolo de perfusién 12 mL/min

Cuando el corazon 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 x10° + 2.31 x10°3
mm Hg . Ipm, hasta un valor de 13.48 x102 + 1.36 x10° mm Hg . Ipm al final de la
perfusion, reflejando una disminucion 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 x10% mm Hg . Ipm; IRSP= 18.49 x10° + 2.80
x10%® mm Hg . Ilpm, IRDO= 21.53 x10° + 2.11 x10° mm Hg . Ipm) (Tabla 4, Gréafico
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 x10°
y 16.92 x10° + 1.99 x10° mm Hg . [pm, respectivamente), sin que la diferencia tenga
significancia estadistica (Tabla 4, Grafico 2B). Cuando la isquemia es inducida por
el protocolo de SP no se observan cambios estadisticamente 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 estandarizacion (19.58 x103
+ 2.31 x108, 18.49 x10% + 2.80 x10% y 21.53 x10% + 2.11 x10%, respectivamente).
Mientras que los valores para el grupo IRSP se mantienen constante hasta el final
del experimento (17.43 x103+ 2.49 x10%), una reduccién no significativa se observo
para los grupos control 12 mi/min e IRDO a los 120 min (13.48 x103% + 1.36 x103,
11.04 x10% + 1.99 x103, respectivamente). Este comportamiento deriva en una
ausencia de las diferencias significativas entre el grupo controll2 ml/min y los
Grupos I/R (Grafico 2B).
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Tabla 4. Valores de doble producto en los grupos controles para los protocolos descritos a las velocidades de 10.5y 12
mL/min y las derivaciones protocolares que modifican el método de induccién de I/R.

Tiempo | Velocidad de perfusion de 10.5 mL/min Velocidad de perfusion de 12 mL/min
(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) x10° 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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Gréfico 2. Efecto sobre el doble producto (DP) de los protocolos de corazén perfundido
a diferentes velocidades de perfusion (10.5 y 12 mL/min) y sometidos a lesién por
isquemia/reperfusion, por supresion de perfusién (IRSP) o deprivacion de oxigeno

(IRDQO). * 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 perfusion 10.5 mL/min

Otro parametro que fue monitoreado durante la estandarizacion fue el Max dP/dt.
Este parametro se obtiene a partir de la curva de presion de un latido y se relaciona
con la contractilidad cardiaca. Como 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 x102 + 0.19 x103 mm Hg/s,
hasta completar los 60 minutos pos-isquemia (120 minutos en Tabla 5y el Grafico
3), en donde el valor fue 2.71 x10°% + 0.19 x10% mm Hg/s.

Los valores de Max dP/dt para los grupos experimentales perfundidos a esta
velocidad de perfusion no presentaron diferencias estadisticas 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 x10° + 0.14 x10® mm Hg/s y
IRDO= 3.24 x10°2 + 0.38 x10° mm Hg/s) (Tabla 5, Grafico 3A)

Para el minuto 70, el comportamiento observado en el grupo al que se le induce la
isquemia mediante la SP, es la disminucion 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 x10% £ 0.27 10° vs 2.97 x10% + 0.18 x10% mm Hg/s,
respectivamente). En el Grafico 3A y Tabla 5, se puede observar los resultados
para los grupos experimentales.

A los 120 minutos de iniciado el protocolo de perfusién, el grupo IRSP refleja una
recuperacion de la contractilidad cardiaca (2.70 x102 + 0.40 x10° mm Hg/s), un valor
que es similar al control obtenido en este grupo antes de la isquemia (2.67 x102 +
0.14 x10% 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 x102 + 0.40 x10° mm Hg/s; IRDO= 1.87 x10° + 0.34 x10°
mm Hg/s) (Tabla 5, Grafico 3A).
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10.3.2. Protocolo de perfusién 12 mL/min

Los valores de Max dP/dt desarrollados por los corazones del grupo control
sometidos a la velocidad de perfusion de 12 ml/min, fueron disminuyendo durante
el experimento, empezando con un valor de 3.02 x102 + 0.21 x103mm Hg/s al minuto
30; 2.78 x10° + 0.21 x10° mm Hg/s al minuto 70 y finalizando con un valor de 2.39
x10% + 0.19 x10° mm Hg/s a los 120 minutos, lo que refleja una disminucién en la
capacidad contractil del corazén.

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 x10% mm Hg/s y 2.80 x102 + 0.19 x103 mm Hg/s;
respectivamente (Tabla 5, Grafico 3B).

A esta velocidad de perfusion, al minuto 70, el protocolo de induccion de isquemia
por SP no produjo una disminucién significativa del valor, siendo que el valor de Max
dP/dt del control es de 2.76 x10% + 0.21 x10° mm Hg/s y el del IRSP es de 2.19 x103
+ 0.31 x10® mm Hg/s (Tabla 5, Gréafico 3B). En cambio, en el grupo IRDO se
observa una diferencia significativa cuando se compra con sus respectivos controles
(IRDO= 1.49. x10%+ 0.32 x103; Control = 2.39 x103+ 0.19 x10% mm Hg/s).
Finalmente, a los 120 minutos de experimento los valores de Max dP/dt en el grupo
con protocolo de induccidon mediante la SP reflejaron un aumento (IRSP= 2.92 x10°
+ 0.43 x10% mm Hg/s), comparados con el valor del Control 12mL/min=2.39 x103 +
0.19 x10° mm Hg/s. Sin embargo, cuando la induccién de la isquemia se realiza
mediante la DO, los valores de Max dP/dt se mantienen disminuidos (IRDO= 1.51
x10% + 0.30 x10° mm Hg/s); aungue esta no es una reduccién significativa cuando
se compara con el control 12 mL/min= 2.39 x10° + 0.19 x10°® mm Hg/s (Tabla 5,
Grafico 3B).
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Tabla 5. Valores de Max dP/dt en los grupos controles para los protocolos descritos a las velocidades de 10.5y 12 mL/min

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

Tiempo Velocidad de perfusién de 10.5 mL/min Velocidad de perfusién de 12 mL/min
(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) x10° 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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Grafico 3. Efecto sobre la contractilidad miocardica (Max dP/dt) de los protocolos de
corazén perfundido a diferentes velocidades de perfusion (10.5y 12 mL/min) y
sometidos a lesion por isquemia/reperfusion, por supresion de perfusion (SP) o

deprivacion de oxigeno (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 perfusion 10.5 mL/min

El pardmetro que se correlaciona a la relajacion del miocardio también fue estimado
en los diferentes grupos y protocolos, al igual que el MaxdP/dt, el Min dP/dt es un
parametro que se deriva de la curva de presion de un latido.

Al analizar la variabilidad del corazén a partir de los datos de Min dP/dt en el grupo
control observamos que este parametro se mantiene estable a lo largo del
experimento (minuto 30= -1.74 e3 + 0.12 x10% mm Hg/s; minuto 70= -1.78 x103 +
0.11 x10°® mm Hg/s y minuto 120= -1.61 x10° + 0.13 x10% mm Hg/s) (Tabla 6 y
Grafico 4A). En el minuto 30 de perfusion, no se observan diferencias significativas
entre el control 10.5 mL/min (-1.74 x10° + 0.12 x10° mm Hg/s) y los grupos IRSP (-
1.61 x10% £ 0.27 x10° mm Hg/s) e IRDO (-1.83 x102 + 0.19 x10% mm Hg/s) (Tabla 6
y Grafico 4A). El Min dP/dt durante el minuto 70, el grupo de IRDO muestra un
reduccion significativa en la capacidad de relajacién (-0.97 x10% + 0.18 x10% mm
Hg/s) cuando se compara con el grupo control 10.5 mL (-1.78 x10% + 0.11 x10% mm
Hg/s). Esta diferencia no se observo con el grupo IRSP que obtuvo un valor de Min
dP/dt de -1.11 x102 £ 0.16 x10% mm Hg/s (Tabla 6 y Grafico 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 x10° + 0.13 x10% 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 x10® + 0.32 x10% mm Hg/s, que es
bastante similar al del control 10.5mL/min (Tabla 6 y Gréafico 4A).
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10.4.2. Protocolo de perfusién 12 mL/min

En la Tabla 6 y Grafico 4B, se aprecia para el grupo control 12 ml/min una
tendencia a la disminucion de los valores del de Min dP/dt a medida que transcurre
el tiempo de experimentacion. Al minuto 30, el valor fue de -1.62 x103 + 0.19 x10°
mm Hg/s, en el minuto 70 de -1.43 x103 + 0.18 x10%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 estabilizacion, para el grupo IRSP el valor
de Min dP/dt es de -1.54 x102 + 0.25 x10° mm Hg/s y en el grupo IRDO el valor de
es de -1.55 x10% + 0.13 x10% mm Hg/s (Tabla 6 y Gréafico 4B). Esto que nos lleva a
concluir que a la velocidad de perfusion de 12 ml/min, todos los grupos
experimentales parten de una similar capacidad de relajacion miocéardica.

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 x10° mm Hg/s) e IRDO (-
0.84 x10% + 0.15 x10% mm Hg/s) con su respectivo control (-1.43 x103 + 0.18 x10°
mm Hg/s); en parte esto se explica por la disminucion 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 Gréafico 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 x10° + 0.14 x10°% e IRSP=-1.52 x10° + 0.17 x103 mm Hg/s)
(Gréfico 4B).
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Tabla 6. Valores de Min dP/dt en los grupos controles para los protocolos descritos a las velocidades de 10.5y 12 mL/min

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

Tiempo Velocidad de perfusion de 10.5 mL/min Velocidad de perfusion de 12 mL/min
(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) x10° 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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Grafico 4. Efecto sobre la presion desarrollada por el ventriculo izquierdo (PDVI) de los
protocolos de corazdn perfundido a diferentes velocidades de perfusion (10.5y 12 mL) y
sometidos a lesion por isquemia/reperfusion, por supresion de perfusion (SP) o
deprivacién de oxigeno (DO). * p<0.05 vs control 10.5 mL/min; n=8.



11. Evaluacion del efecto cardioprotector de Nebivolol vy
Trimetazidina, solos y en combinacién, empleando el modelo de
I/R

Basados en los resultados de la estandarizacion, para la evaluacién de la actividad
cardioprotectora de los farmacos y tratamientos combinados, se establece utilizar la
velocidad de perfusién de 10.5 mL/min y la deprivacion de oxigeno coémo protocolo
de induccion de la lesion por I/R. Adicionalmente, siendo que durante la fase
estandarizacion, los cambios méas consistentes con una lesion isquémica se
obtuvieron a los 70 minutos, el efecto de las intervenciones farmacoldgicas se
evallo en este periodo que corresponde a los 10 minutos post-isquemia.

En esta seccion, y tal cdmo se hiciera de manifiesto en la metodologia, para la
representacion de los pardmetros hemodinamicos optamos por presentar los
resultados de los tratamientos como % de cambio, considerando como 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. Parametros hemodindmicos de corazones sometidos a I/R y
perfundidos con Trimetazidina
La valoracion de la lesién por I/R inicia por sefialar 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
reduccion significativa del parametro hemodinamico. En los corazones perfundidos
con TMZ durante 7 minutos antes del periodo de isquemia, se observa que a la
concentracion de 25 uM, el farmaco modulador del metabolismo cardiaco mejora el
desarrollo de la presion ventricular, parametro establecido por un valor de PDVI de
84.88 + 9.01 %. A pesar de que a esta concentracion TMZ no alcanza diferencia
significativa frente al grupo de I/R, los valores se acercan sin diferencias
significativas a la normalidad del pardmetro representado por el 100% del grupo

control no sometido a isquemia (Grafico 5A). Al perfundir la TMZ 100 uM el valor
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normalizado de PDVI es 64.54 + 14.51 %, siendo similar al grupo I/R (64.53 £ 5.93
%) (Gréfica 5A) y estadisticamente inferior al control (100 + 3.32 %) (Gréfico 5A).
El pre-acondicionamiento con TMZ 25 uM 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
consideracion 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 perfusion
de TMZ a 100 uM genera una disminucion significativa del valor normalizado de DP
(60.54 + 14.16 %) comparado con el 100 + 3.85 % del grupo control (Grafica 5B).
El efecto benéfico generado por la perfusion de TMZ 25 uM también se observa en
la actividad contractil, ya que, mientras el grupo I/R presenta un valor normalizado
de Max dP/dt equivalente al 60.74 £ 9.34, el farmaco 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 perfusion con TMZ 100 uM no gener6 el mismo efecto protector
sobre la contractilidad, desarrollando un valor de Max dP/dt mas cercano al grupo
I/R (65.0 £ 14.24% y 60.74 £ 9.34, respectivamente) (Gréafico 5C).

El efecto de la TMZ sobre la relajacion miocardica fue mas discreto, tanto a la
concentracion de 25 pM cémo a la de 100 uM, 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 concentracion mas baja ensayada
la que muestra una marcada tendencia a mejorar la actividad cardiaca, al lograr
valores de relajacion sin diferencias significativas con respecto a la actividad
deseable desarrollada en el grupo no isquémico (100 + 4.06 %) (Gréafico 5D).
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Grafico 5. Efecto desarrollado por la Trimetazidina sobre la presion desarrollada por el

ventriculo 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. Parametros hemodindmicos de corazones sometidos a I/R y
perfundidos con Nebivolol

La reduccion 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 administracién del NEB exhibe un comportamiento dosis dependiente,
en donde la menor concentracion posee el mayor efecto cardioprotector sobre la
PDVI. En el Grafico 6A se observa que el valor normalizado de PDVI en el grupo
perfundido con NEB 10 uM, 93.02 + 7.44%, es cercano al perfil del grupo control
(100 % 3.32 %). Por otro lado, la perfusion de NEB 25uM, 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 estadisticamente significativo. El efecto beneficioso del NEB sobre el
DP no fue evidente a las concentraciones de 10 uM (68.86 = 4.00 %) y 25 uM (31.71
+ 5.84 %), valores que son mas cercanos al grupo I/R, que generd una disminucion
significativa del valor del DP (59.95 + 8.46 %), esto cuando se compara con el grupo
control (100 + 3.85) (Grafico 6B). Sobre la contractilidad cardiaca, NEB 10 uM es
capaz de mantener un 92.43 + 4.97 % de la capacidad contractil vs el 60.74 £ 9.34%
gue se obtuvo en el grupo I/R. Por su parte, los valores normalizados del Max dP/dt
obtenidos de la perfusion con NEB 25 uM (64.02 + 14.38%), disminuyen
significativamente respecto a los los valores del grupo control (100 = 4.23%)
(Grafico 6C).

El efecto de la perfusion del betabloqueante sobre la relajacion miocardica genera
un 88.67 + 3.83% de la relajacion observada en el grupo control (100 + 4.06 %.), el
efecto de NEB es dosis dependiente, donde la dosis de 10 uM de NEB genera un
valor de Min dP/dt de 88.67 + 3.83% y la concentracién de 25 uM de NEB generd
un valor estadisticamente muy inferior (56.87+ 9.19%) al desarrollado por el del
control (100 £ 4.06%.)(Grafica 6D). Finalmente, la perfusion con NEB 100 uM en
los corazones abolid 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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Grafico 6. Efecto desarrollado por la Nebivolol sobre la presién desarrollada por el
ventriculo 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. Parametros hemodindmicos 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 perfusion de la mezcla
de los NEB y TMZ gener6 un valor de PDVI de 90.50 £ 7.94%, que se asemeja al
efecto alcanzado por la perfusion de NEB 10 pM (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 pM (64.54 + 14.51 %) (Grafico 7A). En
el caso de trabajo cardiaco, el efecto combinado de los farmacos mantiene un
comportamiento similar al observado en los efectos de los farmacos individuales.
Resultando en que el valor del DP de la combinacién fue de 77.34 £5.65 %; un valor,
que sin ser significativo es mayor al obtenido por NEB 10 uM (68.86 + 4.00 %) o
TMZ 100 pM (60.54 + 14.16 %) (Grafico 7B). La accion de NEB y TMZ desarroll6
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 perfusion de la combinacion de
farmacos mejor6 la contractilidad cardiaca después de la isquemia. Debemos
sefalar, que el valor del Max dP/dt obtenido con la mezcla de los productos, es
similar al presentado con la administracion de NEB 10 pM, desarrollando un valor
de Max dP/dt de 92.43 £ 4.97 % (Grafico 7C). Como se observa en el Grafico 7D,
la administracion conjunta de los farmacos generd 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 uM (88.67 + 3.83). Adicionalmente, si se
compara el comportamiento del grupo perfundido con la combinacién se puede
evidenciar una diferencia con los comportamientos del grupo I/R (67.38 £ 7.09 %) y
del grupo perfundido con TMZ 100 pM (58.66 + 10.72 %).
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Gréfico 7. Efecto desarrollado por Trimetazidina y Nebivolol sobre la presion
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control; . n=8
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12.1.4. Area de infarto

En el Grafico 8, se muestran los resultados del &rea de infarto obtenidos a partir de
la tincion con TTC al 1%. En el grupo control, el area de infarto de infarto fue menor
del 7% mientras que el area de infarto en el grupo I/R alcanzo un 51.07 %.

La mayor area de infarto alcanzada fue con NEB 100 uM siendo esta de un 80.53%.
Sin embargo, las menores concentraciones generaron una reduccion del area de
infarto, de esta forma para NEB 25 uM el area fue de 33.71% y para NEB 10 puM fue
de 27.55%. EI comportamiento en el efecto de la TMZ fue similar al observado con
NEB, donde la mayor concentracion del farmaco fue la que generé mayor area de
infarto (TMZ 100 uM, 56.16 %) en comparacién con la menor concentracion (TMZ
25 uM, 32.24 %). La mezcla de los farmacos logro reducir el area de infarto
generada por la I/R hasta valores cercanos a los corazones controles (16.52 % y

6.2%, respectivamente)
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12. Evaluacion de la actividad vascular de Nebivolol vy

Trimetazidina

12.1. Efecto vascular de Nebivolol y Trimetazidina en anillos de aorta de rata
con endotelio precontraidos con FE
En el Grafico 9 se presentan los resultados obtenidos en este protocolo. Podemos
observar que la ACh generé una relajacion maxima del 97.05% a la concentracion
de 1 x10“ M. Para el NEB, a esa misma concentracion, encontramos una relajacion
promedio de 94.31%, sin evidenciar diferencias significativas en el efecto maximo
entre ambos compuestos. En el caso de las CEso calculadas, obtuvimos valores de
2.532 x10® M para ACh; mientras que para NEB este parametro fue de 5.795 x10%
M, indicando que ambas CEso estan en el mismo orden de magnitud. Por su parte,
TMZ solo alcanz6 una relajacion méaxima del 37.54 % , a la méxima concentracion
ensayada (1x103 M) indicando una muy débil actividad vascular directa en

comparacion con NEB.
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Grafico 9. Curva concentracion-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; XtES.
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12.2. Efecto de Nebivolol y Trimetazidina sobre la curva concentracion-
respuesta a noradrenalina en anillos de aorta aislada de rata.

Para este protocolo experimental (Grafico 10A) evaluamos los efectos de la
incubacion con dos concentraciones de TMZ. Tal y como podemos observar, la
adicion creciente de NA induce una respuesta vasoconstrictora que alcanza el 100%
de eficacia. La incubacién con 25 pM de TMZ, previo a la generacion de la curva
concentracion respuesta, causa una reduccion de la eficacia maxima del agonista
adrenérgico, el cual alcanza un efecto maximo de 93.39%, sin evidenciar diferencias
significativas en este parametro. Sin embargo, para la CEso, de ambas curvas
obtuvimos una variacion, ya que la CEso de la curva control (NA) fue de 4.20 x108
M mientras que con la incubacioén esta variable se modificé a un valor de 1.03 x10”/
M; indicando un ligero desplazamiento de la curva hacia la derecha.

La incubacién con TMZ 100 uM, generé una disminucion de la contraccién maxima
inducida por NA, permitiéndole alcanzar una eficacia maxima de 55.70 %. Asi
mismo, la CEso fue ampliamente modificada alcanzando un valor de 1.10 x10¢ M; y
evidenciando diferencias significativas (p< 0.05) en ambos parametros estudiados,
para la incubacion con la concentracion mas alta de TMZ.

Por otra parte, los efectos de la incubacion con NEB sobre la respuesta vascular de
NA, se resumen en el Grafico 10B. En este grupo de experimentos, pudimos
observar que la incubacién con ambas concentraciones de NEB (25 y 100 uM)
causo una disminucion en la contracciébn maxima inducida por el neurotransmisor y
un desplazamiento a la derecha de la curva. Asi, al incubar con NEB 25 pM, la
eficacia maxima generada fue de 47.49% alcanzando diferencias estadisticamente
significativas. Por su parte, la adicibn de NEB 100 pM causé una reducciéon del
efecto contractil de NA, permitiéndole alcanzar un valor de 15.39% y estableciendo
también diferencias significativas con respecto a la curva control (sin incubacion).
Para el caso de la CE50, se observa un incremento de este parametro con la
concentracion de NEB 25 puM en relacion con el control (3.446x10°° M vs. 4.20 x10°
8 M) mientras que para la incubacién con NEB 100 puM, este parametro no pudo

determinarse.
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Grafico 10. Evaluacion del efecto inhibitorio de Trimetazidina y Nebivolol (25 y 100 uM)
sobre la respuesta contractil 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 combinacén Nebivolol y Trimetazidina sobre la curva
concentracion-respuesta a noradrenalina en anillos de aorta aislada de
rata.

Debido a la acciones inhibitorias observadas por la incubaciéon con NEB y TMZ, nos

propusimos determinar si la combinacién de ambos compuesto podria generar un

sinergismo. Los resultados de este protocolo se presentan en el Grafico 11.

Para estos ensayos decidimos emplear una combinacion de NEB 25 uM + TMZ 25

UMy NEB 25 uM + TMZ 100 uM. De esta manera, cuando comparamos el efecto

generado por las combinaciones de ambos compuestos, podemos determinar que

hay modificacion significativa en comparacion a la respuesta contractil maxima
inducida por NA (control); pero a su vez esta respuesta maxima es similar a la
obtenida con la incubacion de 100 M de TMZ. Un hallazgo importante que
observamos es el hecho que la combinacion de ambos farmacos causa un
incremento de la CEso y desplazamiento de la curva hacia la derecha (NEB 25 uM
+ TMZ 25 pM = 1.2 x105 y NEB 25 pM + TMZ 100 pM = 1.34 x105).

=e= Control
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=%= NEB 25 M
80 Jee= TMZ 25 pM
-~ TMZ 100
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Gréfico 11. Evaluacién del efecto inhibitorio de la combinacion NEB-TMZ sobre la
respuesta contractil 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 relajacion inducida por

acetilcolina

Los resultados experimentales de esta seccidn se representan en los Graficos 12A
y 12B, en donde podemos observar que la incubacién con TMZ 25 uM no indujo
diferencias significativas en la CEso comparado con el control (3.71 x107" My 1.19
x10" M respectivamente). Para la concentracién de TMZ 100 uM observamos una
disminucion significativa del porcentaje de relajacion, alcanzando un valor de 55.16
%, comparada con el control ACh (100%) . La CEso para el grupo TMZ 100uM fue
de 1.10e® M en comparacién con la CEso del grupo control ACh (1.65 x107 M), lo
que indica un incremento de este parametro.

Por su parte, la concentracion mas baja de NEB (25 puM) no indujo cambios
significativos en la relajacion de ACh; mientras que la incubacion con NEB 100 uM
aumento la relajacion inducida por ACh, alcanzando un porcentaje de 190.3 %. En
este ultimo caso, el BBA también aumento la potencia vasodilatadora al provocar
una CEso menor (5.31 x10° M). que el control ACh. Al comparar el control ACh con
NEB 25 uM no se observan diferencias significativas en el porcentaje de relajacion
comparado con el control. La CE50 calculada del Control fue de 1.19 x10" M y de
NEB 25uM fue de 4.37 x10®8 M (Gréfico 12B).
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13. Evaluacion de la actividad antioxidante de Nebivolol y

Trimetazidina

13.1. Actividad antiradicalaria frente a DPPH

El porcentaje de inhibicion maximo fue de un 62.69 + 0.83 % y se alcanzo con el
Control positivo (Quercetina) a una concentracion de 100 puM. A la concentracion de
25 uM, el Control positivo (Quercetina), generd un porcentaje de inhibicion de 35.10
+ 2.97 %.

Al ensayar la accion antiradicalaria de TMZ frente a DPPH en la concentracion de
25 uM, esta obtuvo un valor similar al Control (32.15% + 2.97 %). En cambio, el
efecto observado a la concentracién de 100 uM fue de un 14.56 + 0.89 %. Por otra
parte, independientemente de la concentracion ensayada ( 25 pM y 100 uM) para
NEB, los porcentajes alcanzados fueron similares, siendo estos de 12.38 £ 2.97 %
y 14.56 = 0.89%, respectivamente (Grafico 13A).

De las combinaciones ensayadas, la combinacién de TMZ 100 + NEB 25 desarrollo
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% (Gréfico 13B).
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Gréfico 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 ONe

El Control positivo Quercetina presentd, a la concentracion de 25 uM, un porcentaje
de inhibicion de 22.37 + 3.59 %; mientras que la concentracion de 100 uM alcanzo6
un 24.53 + 2.65% de inhibicion frente al ON.

La TMZ mostré un efecto antiradicalario de 26.93 + 7.09 % y 34.35 + 1.32 %, para
las concentraciones de 25 y 100 uM, respectivamente. Mientras que el efecto
alcanzado por el NEB (25 pM) fue de 24.53 + 8.08 % v el efecto a la concentracion
de 100 uM fue de un 35.66 + 0.95 %. Para ambas concentraciones, el efecto
obtenido al ensayar la concentracién de 100 uM fue mayor al obtenido con el control
positivo (Quercetina). En la concentracion de 25 pM los efectos de los farmacos y
el control fueron similares (Grafico 14A).

En general, el efecto de las combinaciones un efecto sinérgico de la actividad
antiradicalaria, donde, TMZ 100 + NEB 25 gener6 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 alcanz6
un efecto de 37.41 £ 6.26 %. Excepto la combinacién TMZ 25 + NEB 25 que genero
un efecto similar a los observado con NEB y TMZ a la concentracion de 100 uM,
que fue de 34.79 + 6.23 % de efecto normalizado (Gréafico 14B).
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Grafico 14. Actividad antioxidante de extractos de Nebivolol , Trimetazidina y sus
combinaciones frente al radical ON. n= 3; XxES.* p<0.05 vs Quercetina.

104



12.1. Actividad antiradicalaria frente a ASO

El porcentaje de inhibicibn maximo alcanzado que fue de un 33.01 + 1.82 %, este
efecto se obtuvo con Control (Quercetina) 100 uM. A la concentracion de 25 pM ,el
control, alcanz6 un 9.23 + 2.30 %. Los farmacos individuales y en combinacion no
mostraron efecto antiradicalario frente al anién superoéxido. (Grafica 14)
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Grafico 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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XIV. Discusioén
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14. Efecto cardioprotector vascular y antioxidante de

Trimetazidina

14.1. Efecto cardioprotector

La TMZ es conocida por su funcion como un farmaco regulador del metabolismo
cardiaco y que es eficaz cobmo un agente antianginoso. En la dltima década, este
farmaco ha despertado el interés en los investigadores para demostrar su utilidad
en condiciones tanto de isquemia reperfusién, como en la hipoxia y reoxigenacion.
Entre los estudios publicados en este campo se ha visto que la TMZ es capaz de
modular la lesion por la I/R en distintos tejidos y érganos. Un ejemplo de esto son
los resultados obtenidos al estudiar la I/R ovérica. En este estudio, la TMZ fue capaz
de disminuir el estrés oxidativo y la inflamacién, al modular las vias de TLR4 y NF-
KB (Ozturk et al., 2022). Por otra parte, en una investigacion de trasplante autdlogo
de rifndn en cerdos, se demostré que cuando TMZ fue agregada a la solucién de
preservacion de rifiones, es capaz de disminuir los efectos deletéreos inducidos por
el modelo I/R renal en frio; los autores explican este efecto por la capacidad que
posee la TMZ de mantener la funcion mitocondrial de las nefronas (Faure et al.,
2003). Mientras que cuando se realizé en estudio empleando el modelo de I/R renal
calida en riflones porcinos, la TMZ fue capaz de reducir el dafio temprano y a largo
plazo en los rifiones 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 reoxigenacién celular, la TMZ también ha
demostrado eficacia en reducir los dafios relacionados a esa condicion. El
experimento realizado por Yang en el 2015, revel6 que la exposicion a TMZ es
capaz de aumentar la expresion de microRNA-21 en células H9C2 expuestas a la
hipoxia / reoxigenacion, la exposicion a TMZ regulo la actividad de sefializacion de
Akt mediante la supresion de la expresion de la proteina PTEN. El aumento de la
actividad de la sefializacion de Akt disminuyd la relacion de Bax/Bcl-2 y la expresion

de caspasa-3 y finalmente, inhibié la apoptosis inducida por hipoxia / reoxigenaciéon
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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 estimulos hipoxicos, a través de la regulacion ascendente de
HIF1-a (Hu et al., 2015). Esta informacién 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 corazén perfundido sugieren un efecto
protector de la TMZ, en especial a la concentracion de 25 pM, frente a los periodos
de hipoxia y posterior reperfusion. Aunque en modelos levemente diferentes al
nuestro, otros autores también han reportado el efecto protector de la TMZ
observado en nuestro estudio. Asi, en un estudio que utilizé el modelo de ligacion
de la arteria coronaria descendente anterior izquierda, los autores encontraron que
la TMZ era capaz de disminuir la apoptosis celular mediante la regulacion de la
expresion de Bax y Bcl-2 (He et al., 2018)

En otro estudio utilizando el modelo de ligadura de la arteria coronaria en ratones
se demostré que la TMZ fue capaz de recuperar la funcion cardiaca, disminuir la
apoptosis y disminuir el trastorno metabolico en corazones isquémicos. Ademas, se
redujo significativamente con este farmaco los niveles de Bax y caspasa-3 escindida
y promovié la expresion de Bcl-2. Ademas, TMZ aumento la produccion de trifosfato
de adenosina (ATP) y la actividad de superdxido dismutasa (SOD) y disminuyé los
niveles de lipoperéxidos (LPO), acidos grasos libres (Raffaella et al.) y ON de una
manera dependiente de la concentracion. Los autores relacionan estos efectos a la
capacidad de la TMZ de activar la via SIRT1-AMPK (Luo et al., 2021). Distintos
estudios han concluido que la administracion de TMZ es capaz de promover la
activacion de la via AMPK.

Si relacionamos los efectos cardioprotectores con las vias de sefializacion que son
moduladas por la TMZ tenemos que la AMPK, es una proteina que funciona como
un sensor energeético celular que mide los niveles de AMP. Si la relacion AMP/ATP
esta aumentada, la AMPK va a desactivar vias anabdlicas y a encender vias
catabdlicas como la glucdlisis y la p-oxidacion de acidos grasos (Canto et al., 2009).
Molecularmente, la AMPK va a aumentar la expresion de Glut-4 vy la inhibicién 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
produccion de ATP proveniente de la via glucolitica y, de esta forma mantener el
gradiente electrolitico en las células (Qi & Young, 2015). Adicionalmente, la
activacion de la AMPK puede activar otras vias de sefializacion como la sirtruin 1
(SIRT1). La SIRT1, es una histona desacetilasa dependiente de NAD, esta proteina
tiene funciones como factor de transcripcion y regula funciones neuroendocrinas,
protege contra el estrés oxidativo y promueve la estabilidad del ADN (Elibol & Kilic,
2018). La accién protectora de TMZ en las enfermedades cardiovasculares esta
mediada por una resistencia al estrés oxidativo, que es resultado del aumento de la
expresion de la manganeso superdxido dismutasa (MnSOD) mediante la
desacetilacion 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. Asi, en un
estudio de oclusion coronaria se encontré que la TMZ mejoré la funcion cardiaca,
alivié la lesion miocéardica y el estrés oxidativo, y redujo el area 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 via de la Akt/ mTOR. En ese estudio
también, se observé que la TMZ era capaz de disminuir el EO cardiaco mediante la
disminucién de los niveles de ERO y MDA, y un aumento en los niveles plasmaticos
de SOD y glutation peroxidasa. Adicionalmente, el farmaco logro reducir el tamafio
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 reperfusion, evidenciaron que el farmaco mejoraba
la fraccion de eyeccién y reducia el area de infarto. Esta proteccion parece estar
mediada por la activacion de la proteina quinasa activada por mitogeno p38 y la via
de sefializacion Akt (Khan et al., 2010). Por su parte, un estudio de I/R con el modelo
de ligadura coronaria, encontr6 que la TMZ fue capaz de proteger significativamente
la funcion cardiaca y reducir el tamafio del infarto en ratas después de una lesion
por I/R cardiaca. Ademas, la TMZ promovié significativamente la expresion de la

proteina Akt fosforilada, y redujo la relacion Bcl-2 / Bax en ratas después de la lesion
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cardiaca (Hollander et al., 2016). Otra via de sefalizacidon modificada por la TMZ es
la de Akt-mTOR, la activacion de Akt proporciona cardioproteccion a través de la
regulacion de una serie de moléculas de sefalizacion descendente, como eNOS,
FOXO, GSK-3b, mTOR entre otras. La sobreexpresion cardiaca de mTOR suprime
la necrosis, atenua la respuesta inflamatoria tras la I/R ex vivo. Se ha descrito que
MTOR estimula el crecimiento, la proliferacion y la supervivencia celular, asi como
el metabolismo, mediante la regulacion de la sintesis de proteinas y lipidos y la
inhibicion de la autofagia excesiva (Yao et al., 2014). Las diferentes vias de
sefalizacion explicadas previamente y que son activadas por parte de la TMZ,

sustentan los efectos cardioprotectores de este farmaco en nuestros resultados.

14.2. Vascular

Desde su introduccion, aparte de su efecto sobre el metabolismo celular, a TMZ se
le ha considerado un farmaco provisto de actividad vasodilatadora, sin embargo,
este mecanismo de accion 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 hemodinamicos significativos, lo que se ha sido
asociado a una corta duracion del efecto y que se manifiesta independientemente
del agente presor empleado en la experimentacion (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
incubacion con TMZ a concentraciones menores de las empleadas en la curva
concentracion dependiente (100 uM), generé una inhibiciébn de la contraccién
inducida por NA. Considerando que NA induce un efecto contractil por incremento
del calcio intracelular y el cual esta mediado por diversos mecanismos
intracelulares, podriamos sugerir que TMZ podria 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 musculo liso detrusor de rata, donde el

farmaco 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 reticulo sarcoplasmico/ endoplasmico 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 proteina Gq (Albert & Large, 2003).
Considerando que los receptores alfal-adrenérgicos, diana para la actividad
contractil de NA, utilizan el mecanismo de sefializacion Gq, todo lo anterior
explicaria el efecto observado en nuestros resultados, y que son mas intensos
durante la pre-incubacién que cuando se ha generado la contraccidén con agonistas
de estos receptores, en la cual ya los mecanismos intracelulares estan activados.

Por otro lado, demostramos que la pre-incubacion con TMZ a la mayor
concentracion empleada (100 uM), caus6 un deterioro de la relajacion inducida por
ACh, en anillos de aorta. Debido a que el efecto relajante de este agonista depende
de la activacion de receptores M3 endoteliales y que estan acoplados a proteina
Gq, por todo lo expuesto previamente, estos resultados corroboran el efecto
inhibitorio que ejerce TMZ sobre las corrientes de calcio, lo que impediria la
activacion de la oxido nitrico sintasa endotelial (NOSe) y en consecuencia la
relajacion. Es importante sefialar que para células endoteliales también se ha
descrito la existencia de canales SOCs (Moccia et al., 2023), la que podria estar
implicada en la acciébn de TMZ y en consecuencia en los resultados experimentales

obtenidos por nuestro grupo.

14.3. Antioxidante

Nuestro estudio se orienté 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 anién superéxido. En este sentido, la
TMZ no generd en nuestro estudio, un porcentaje de inhibicion frente al anion
superoéxido (-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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concentracion de 1 mM (1000 uM, en otras palabra, una concentracién 10 veces
mayor a la evaluada por nosotros) y obtuvieron un porcentaje de reduccion de la
seflal de DEPMPO-OOH del 20% (Khan et al., 2010). En otro estudio donde
utilizaban la misma metodologia y concentraciéon de TMZ (1 mM), demostraron que
la TMZ no era capaz de inhibir significativamente la sefial generada por el anion
superoxido, 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 anion superoxido (Kalai et al., 2006) . Estos resultados son
comparables a los nuestros ya que a pesar de que evallan concentraciones
mayores los efectos de la inhibicion del radical libres no son significativos.

Para la capacidad atrapadora frente al DPPH y el éxido nitrico no se encontraron
estudios con resultados que evallen este efecto. Sin embargo, nuestros resultados
mostraron una capacidad antioxidante moderada frente al DPPH (32.1. £ 5.1 %) con
TMZ 100 uM. Frente al éxido nitrico el efecto de la concentracion de 100 uM ( 34.3
+ 2.3 %) fue mejor que el patron positivo Quercetina a la misma concentracion

(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 6rganos y tejidos.

Esta caracteristica 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 lesion por I/R
inducida por la torsion de ovarios en ratas. Aunque los autores no ahondan en los
mecanismos moleculares del efecto protector se lo atribuyen a las propiedades
antioxidantes, anti apoptéticas y antinflamatorias del NEB (Colak et al., 2020). Otro
autor que estudio el efecto del NEB en el estrés oxidativo inducido por la torsion
testicular en ratas encontro 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 patologia, donde el aumento en la
expresion de la 6xido nitrico sintasa endotelial (NOSe) y la disminucion de la éxido
nitrico 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 farmaco 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 histopatolégicos inducidos por la I/R cerebral (Heeba
& El-Hanafy, 2012). Empleando un modelo de oclusion de la aorta abdominal para
generar una I/R en vejigas de ratas, se evidencié que el pretratamiento con NEB
(0.4 mg/Kg) suprimié el aumento del EO y los niveles de IL-6, donde estas acciones
contribuyeron a la mejora de la respuesta contractil de la vejiga (Altunkaynak-Camca
& Yazihan, 2021).

La variedad de estudios donde se evalla los efectos del NEB sobre la I/R en
diferentes tejidos, sustentan la posibilidad de que el NEB sea capaz de disminuir los
dafios asociados a la I/R en el tejido cardiaco. De las concentraciones de NEB
ensayadas en nuestro modelo de corazon aislado sometido a I/R, la de 10 pM fue
la que generd un porcentaje de recuperacion mayor del 90 % en los parametros de
PDVI, Max dP/dt y mayor del 85% en el Min dP/dt lo que se traduce en una
recuperacion de la actividad mecénica 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 reperfusion, el NEB demostré capacidad
para recuperar todos los parametros cardiacos evaluados (Vandeplassche et al.,
1991). Cabe resaltar que el DP, con la concentracion de NEB 10 uM, fue el unico
parametro cardiaco evaluado en nuestro estudio que presentd un porcentaje de
recuperacion menor del 70 %. Este resultado se puede explicar por las propiedades
farmacoldgicas del NEB, ya que este farmaco es capaz de disminuir la frecuencia
cardiaca y por ende, el valor del DP. Este efecto también fue observado por

Vandeplassche, ya que el reporto una disminucion de la frecuencia cardiaca con la
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perfusion del NEB (Vandeplassche et al., 1991). En otro estudio donde se evaluaba
la cardioproteccion de antagonistas del receptor 3 adrenérgico capaces de inhibir
las metaloproteinasas como carvedilol y nevibolol, se encontré que el Nebivolol (
0.005, 0.05 y 0.5 uM) mostraba una tendencia no significativa a recuperar la

capacidad contractil y mecanica del corazén (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 oclusion/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 (B3 -AR-/-). En este estudio los
autores concluyen que la administracion aguda de NEB podria tener aplicacion
clinica en pacientes que han sufrido una isquemia miocardica. 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
(Aragon et al.,, 2011). Adicionalmente se ensay6 la capacidad del NEB para
disminuir la apoptosis en un modelo de I/R en ratas Sprague-Dawley. Los autores
encontraron que la administracion aguda de NEB disminuia la apoptosis miocéardica
al disminuir la formacién 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 dafios 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 farmaco de
aumentar la biodisponibilidad del ON. Entre los mecanismos involucrados en estas
acciones podemos mencionar 1) La capacidad del farmaco de inhibir la actividad
NOSi y al agotamiento de L-arginina que se produce como resultado de una
sobreproduccion de ON. Estos dos eventos favorecen la produccién de ERO a
través de la consecuente formacién del peroxinitrito (Mercanoglu et al., 2015), lo

gue 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 ultimo mecanismo, 3)
mediante el agonismo B3, el NEB es capaz de modular la accion de la 6xido nitrico
sintasa neuronal (NOSn) presente en las terminaciones nerviosas que inervan al
corazén. ElI ON producido por esta isoforma ha demostrado ser capaz de reducir la
frecuencia cardiaca (Takimoto et al., 2000) y regular la contraccion cardiaca
mediante el control del Ca?* (Sears et al., 2003), aunque es claro que este Ultimo
mecanismo poco influye en los efectos descritos en nuestro modelo experimental.
Adicionalmente, el ON generado por la accién del NEB es capaz de actuar de
manera directa sobre la mitocondria. En estudios con mitocondrias aisladas, la
exposicion a ON gener6 una disminucién del dafio nitrooxidativo sobre estructuras
mitocondriales. Asi mismo, el ON también generd la inhibicion del complejo 1V
(Citocromo C oxidasa) y complejo Il (Citocromo b y ¢) (Andreadou et al., 2020).
Las altas concentraciones mitocondriales de ON en presencia de pequefas
cantidades de anion superoxido, desencadena en una compleja reacciéon de varios
pasos en la que el ON se convierte en un potente agente nitrosante (N20s3), lo que
conduce a la S-nitrosilacién de proteinas. Durante la isquemia, las proteinas S-
nitrosiladas se inactivan, pero también se protegen frente al dafio oxidativo
irreversible. Luego, durante la reperfusion, debido al aumento de la formacién de
superoxido, las proteinas S-nitrosiladas pueden desnitrosilarse y recuperar sus
estructuras y funciones nativas (Andreadou et al., 2020).

Por ultimo, la capacidad del nebivolol, evidenciada en nuestro estudio, de disminuir
el area de infarto se ha relacionado con la disminucién de la apoptosis durante la
I/R. El mecanismo propuesto para explicar también esta relacionado con la
capacidad del NEB de inhibir la sobreproduccion 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
llevé a evaluar la reactividad vascular de este farmaco, solo y en presencia de
ligandos enddégenos como ACh y NA. Para la evaluacion de la actividad vascular
del NEB se realizo una CCR en aorta toracica de rata. En nuestro estudio el NEB
en anillos precontraidos con FE, generé una vasodilatacion dependiente de la
concentracion. Este efecto vasodilatador del Nebivolol fue descrito desde principios
del siglo XXI por Ignarro y colaboradores (2002), quienes reportan que la
administracion de NEB causo relajacion de anillos aislados de arteria coronaria y
arteria pulmonar de perro, efectos mediados por mecanismos dependientes del
endotelio, como el aumento en la produccion de ON y los niveles nucleétidos ciclicos
(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
vasodilatacién concentracion dependiente en aortas aislada de rata, arteria carétida,
arteria femoral y arteria renal (Wang et al., 2009). Otros estudios, demostraron que
la vasodilatacion inducida por NEB es capaz de mantenerse en pacientes con
hipertension arterial o insuficiencia cardiaca a pesar de presentar un deterioro en la
funcion endotelial (de Groot et al., 2007). Al investigar el mediador responsable del
aumento del ON, Tran y col. ( 2009), se propusieron descubrir las dianas
farmacoldgicas involucradas en los mecanismos relajantes del NEB utilizando sus
enantiomeros D y L. Sus resultados sefialan que el NEB actia en diferentes
objetivos o dianas, asi el D-nebivolol induce vasodilatacion al activar los receptores
B2 y B3 adrenérgicos, mientras que el L-nebivolol indujo vasorelajacion al activar
exclusivamente los receptores Bz adrenérgicos (Tran Quang et al., 2009).

Cuando se evalug la interaccion del NEB en la construccion de una CCR a NA, en
nuestros resultados se evidencid un desplazamiento a la derecha que era
dependiente de la concentracion de NEB incubado. Estos resultados estan en
concordancia con los obtenidos por Tran y col. ( 2009), donde encontraron que el
NEB era capaz de antagonizar los receptores adrenérgicos a1, esto al desplazar
significativamente a la derecha CCR de fenilefrina, un agonista a1-adrenoceptor, de

una manera dependiente de la concentracion (Tran Quang et al., 2009). Para

116



nuestro caso, las concentraciones de NEB fueron mayores (10 y 25 uM) lo que
genero un mayor efecto inhibitorio de la contraccion inducida por NA.

Otro resultado interesante de nuestro estudio fue la modificacion de la relajacion
inducida por ACh en presencia de incubacion con NEB. En esta seccion se observo
que el B-blogueante moviliza la curva hacia la izquierda, lo que se traduce en una
disminucién de la CEso del agonista colinérgico y en un efecto sinérgico. Esta
interaccion puede explicarse debido a que por un lado la relajacion ejercida por ACh
es dependiente de la activacion de receptores M3 en el endotelio, los que a su
promueven la liberacion de ON, mientras que la accion agonista de NEB sobre
receptores B2 y B3 generaria también el incremento del mediador responsable de la
relajacion, el ON (Tran Quang et al., 2009). Adicionalmente, existe evidencia que la
estimulacion de receptores B2 en el endotelio aumenta la captacion de L-arginina,
sustrato necesario para la sintesis 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 accién del NEB es capaz
preparar al corazon y sus mitocondrias, para afrontar los procesos deletéreos de la
I/R , reduciendo la apoptosis y mejorando la recuperacién del miocardio y la funcion

de bomba.

14.3. Efecto Antioxidante
Otra de las propiedades experimentales descritas para el NEB es su capacidad
antioxidante, de ahi que decidiéramos evaluar la capacidad atrapadora del NEB
frente a diferentes radicales libres. Para el NEB se ha demostrado su capacidad
antioxidante mediante una accion atrapadora de radicales libres (Antoine et al.,
2022), en nuestro estudio el NEB demostro una leve actividad antiradicalaria frente
al DPPH y al ON. Sin embargo, cuando se evaluo la actividad antiradicalaria frente
al Oz, 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, asi como fue evidenciado por De Groot, 2004; al demostrar que la
exposicion del NEB a ERO causo una disminucion en la concentracion 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 donacion
de protones y estabilizacion de electrones en membranas lipidicas, interfiriendo asi
con la formacién y propagacion de radicales lipidicos (Mason et al., 2006), lo que
sustenta el estudio de este compuesto en modelos de lipoperoxidacion. 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 inhibicion de la actividad y expresion de la NADPH oxidasa y su consecuente
disminucién de la produccion de Oz  (Soares et al., 2019) hasta la disminucion 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

eXx Vivo 0 in vivo.

16. Efecto cardioprotector vascular y antioxidante del

tratamiento combinado Nevibolol y Trimetazidina

Poder encontrar un farmaco o una combinacion de farmacos, ya sean nuevos o
conocidos, que sean capaces de pre/post acondicionar al miocardio frente al dafio
por I/R, se vuelve relevante en nuestra realidad (Mewton et al., 2011).

El instituto Nacional del Corazon, los Pulmones y la Sangre (NHBLI, por sus siglas
en inglés) recomienda que en los estudios preclinicos enfocados a la
cardioproteccion farmacolégica de los dafios relacionados a I/R se enfoquen en
definir intervenciones cardioprotectoras efectivas y el momento apropiado para su
administracion; mediante la evaluacion de la eficacia de terapias combinadas en

comparacion con las terapias individuales (Schwartz Longacre et al., 2011).

Cabe resaltar que este es el primer estudio que considera evaluar ambos farmacos

en el modelo de I/R en el corazdn aislado. Nuestros resultados sugieren que la
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mezcla de NEB y TMZ es capaz de generar una mejora en los parametros cardiacos
medidos durante el experimento. Sin embargo, esa mejoria no es significativamente
mayor que la producida por los acciones individuales de cada farmaco. Este efecto
evidenciado en los experimentos de corazon aislados parece estar comandado
principalmente por la accion del NEB. Por lo que su actividad como agonista B2y B3
con el consecuente aumento de la biodisponibilidad de ON y la estabilizacion de la
NADPH oxidasa parecen jugar un papel mas inmediato en la cardioproteccion que
la manipulacion del metabolismo cardiaco y la activacion de vias de sefializacion
relacionadas como AMPK- SIRT-1, Akt-mTOR, p38, etc.

Para las acciones vasculares, la combinacion de farmacos fue capaz desplazar
incrementar la CEso 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
oar del NEB, el aumento del ON vascular y la reduccion 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 farmacos esta bien descrita su capacidad antioxidante,
estas acciones cobran relevancia en sistemas in-vivo, donde estos farmacos
pueden modular sistemas enzimaticos cémo la NADPH oxidasa y los complejos
mitocondriales que participan en la respiracion celular. Los capacidad antiradicalaria
evidenciada para la mezcla de NEB y TMZ, no es significativamente mayor que los
porcentajes de inhibicion particulares de cada farmaco. Este resultado se
fundamenta en que, si nos basamos en sus estructuras quimica, ningun farmaco
posee una estructura quimica que sea capaz de amortiguar la cantidad de radicales
libres que se inducen en los modelos de actividad antioxidante puramente quimicos,
por lo que no es posible llegar a una conclusion definitiva en relacion con las
posibles propiedades antioxidantes in vivo que puedan tener la combinacion de

estos dos agentes.
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XV. Conclusiones
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A partir de este trabajo de investigacién podemos concluir:

1. Los tratamientos individuales de NEB y TMZ generan un efecto
cardioprotector; sin embargo, cuando se administran ambos farmacos el

efecto cardioprotector no se potencia.

2. Las concentraciones mas bajas de NEB y TMZ fueron las que mas
redujeron el area de infarto, y la combinacion de estos fue mas eficaz en

disminuir el infarto.

3. Ambos farmacos pueden modular las acciones vasculares de ligandos
fisiolégicos como lo son la NA y la ACh. Adicionalmente, al realizar la CCR

de cada farmaco, estos fueron capaces de generar una vasodilatacion.
4. Tanto NEB como TMZ tienen pobre capacidad antioxidante directa, ya que

ningun farmaco posee una estructura ideal para la captacion de radicales

libres.
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