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Introduccion

1. Justificacion

En las situaciones graves de insuficiencia cardiaca aguda los agentes
inotropicos positivos son el principal tratamiento de soporte, mientras se
corrige la causa que estd desencadenando ese fallo cardiaco. Las
principales caracteristicas del inotropico positivo ideal, en situaciones de
bajo gasto cardiaco, serian: que se pueda administrar intravenosamente, que
posea una vida media corta, y un comienzo de accién rapido, siendo
preferibles aquellos que disminuyan la precarga y la postcarga, al reducir las
presiones de llenado y la tension de las paredes ventriculares, asi como las

resistencias vasculares y, por tanto la reduccion del trabajo cardiaco. (1 5

También es importante que consiga €l mayor aumento posible de la
contractilidad miocardica sin aumentar el consumo de oxigeno del
miocardio, no debe ser taquicardizante, ni disminuir el flujo sanguineo
coronario, debe favorecer la relajacion diastdlica de ambos ventriculos, y
seguir siendo activo en situaciones de insuficiencia cardiaca congestiva
avanzada, en la que se ha descrito una regulacion a la baja de los receptores
cardiacos simpéticos y un desarrollo muy precoz de fenomenos de

taquifilaxia con el empleo de agentes simpaticomiméticos. 12,34 5.6)

Se ha venido empleando frecuentemente, en situaciones agudas de
bajo gasto cardiaco agentes inotropicos simpaticomiméticos, combinados
con vasodilatadores potentes, en las situaciones mas graves. En los ultimos

afios disponemos de una nueva familia de fArmacos inotrépicos positivos
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mtravenosos con efectos vasodilatadores directos, los inhibidores de las
fosfodiesterasas del grupo III de nucledtidos ciclicos. 2345678

El primero de estos fArmacos inhibidores de las fosfodiesterasas del
grupo I que se utilizé clinicamente fue la amrinona, con la que se empezé
a vislumbrar los beneficios de disponer de un farmaco que simultaneamente
es inotrdpico positivo y vasodilatador, lo que suponia una ventaja clara en
situaciones de fracaso ventricular predominantemente derecho, sobre todo,
si se asociaba esta situacion con hipertension pulmonar. Se comprobé su
utilidad en las situaciones de bajo gasto cardiaco refractarias al tratamiento
simpaticomimético, bien por regulacion a la baja de los receptores
adrenérgicos, o bien por situaciones de taquifilaxia al tratamiento inotrépico
simpaticomimético de larga duracién.  Pero la amrinona pronto fue
desplazada por un derivado de la misma, la milrinona, inhibidor selectivo de
la familia de fosfodiesterasas GMP ciclico inhibidas o grupo U, que
presenta una potencia inotrépica mayor, con menos efectos secundarios y

una vida media mas corta que la amrinona. (9 10,11,12,13,14,15,16,17,18)

La milrinona es un farmaco derivado biperidinico, que provoca un
incremento de AMPc intracelular al inhibir la enzima que lo degrada en
diferentes territorios. En el miocito cardiaco, el aumento de AMPc
conlieva de forma simultanea, un aumento de la conductancia de los canales
lentos de calcio ( Ca®* ) y una activacion del fosfolambano, lo que provoca
una mayor biodisponibilidad de Ca®™ citosolico y una mayor velocidad de

recaptacion del Ca® intracelular por parte del reticulo sarcoplismico,
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aumentando la contractilidad miocardica en la sistole y acelerando la
relajacion diastolica, con un importante efecto inoirépico y lusitrépico

pOSitiVO- (17,18,19,20,21,22.23.24,25)

En la fibra lisa vascular, el aumento de AMPc provoca junto al GMPc
relajacion vascular, en todos los territorios arteriales: sistémico, pulmonar y
coronario; y también, en el venoso. Por ultimo, el incremento de AMPc en
la fibra lisa bronquial provoca una relajacion de la misma produciendo
broncodilatacion.  Debido a que la milrinona acthia sobre un segundo
mensajero, inhibiendo la fosfodiesterasa III degradadora de AMPc, su
accion inotropica se conserva en las situaciones de regulacion a la baja de
los receptores simpaticos y en las situaciones de taquifilaxia a las
catecolaminas, no sélo no interfiriendo en su accion farmacolégica sino que
actia amplificando y potenciando la respuesta simpatica.(i7,181920,

212223.24.252627,28)

Desde su introduccién en Espaiia en 1991, como agente de apoyo
inotropo intravenoso durante cortos periodos de tiempo, se ha visto su
especial beneficio en las insuficiencias cardiacas agudas y graves con
indices cardiacos menores de 2 1 / m® , y con un predominio de fallo
ventricular derecho con hipertensién pulmonar. En estas situaciones la
milrinona se ha mostrado novedosa frente a los otros farmacos inotrépicos

positivos intravenosos de los que disponemos.
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Por ello, los estudios sobre 1a milrinona se centraron al principio s6lo
en sus efectos inotrépicos positivos, dejando a un lado su efecto
vasodilatador, al considerarlo como un efecto colateral del farmaco. Hoy
estos estudtos han cambiado y actualmente se presenta la milrinona como un
farmaco inotropico positivo y vasodilatador potente, incluso algunos autores
hablan de este farmaco como, un agente vasodilatador directo con efectos
positivos sobre la contractilidad miocardica. ;9 303132.33.34.35.36 3738)

Por tanto, seria interesante conocer mas detalladamente los efectos
vasodilatadores de la milrinona en todos los territorios vasculares,
fundamentaimente, la comparaciéon entre los territorios sistémico y
pulmonar, ya que sus efectos inotropicos han sido ya bien caracterizados y
muy probablemente, muchos de los efectos beneficiosos que aporta Ia
milrinona frente al resto de inotropos adrenérgicos se deban a sus efectos
vasodilatadores.  Seria bueno conocer si la milrinona presenta alguna
selectividad vasodilatadora, aunque parcial, sobre el territorio vascular
pulmonar frente el territorio vascular sistémico y si esta selectividad parcial,
es la que podria justificar el beneficio que este farmaco aporta a los
pacientes con fallo ventricular predominantemente derecho, o simplemente,
se debe esta ventaja a que el ventriculo derecho se beneficia mis de una
disminucion clara de la postcarga que de un aumento neto de la
contractilidad, o lo que optimiza la funcién del ventriculo derecho son
ambas situaciones de forma simultanea con un mismo farmaco que realiza

ambas funciones sincromizadamente.
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Antes de plantear nuestro trabajo, revisaremos en este primer
apartado, algunos aspectos generales sobre las téenicas de estudio
cardiovascular in vitro, los mecanismos de regulacién vasomotora
endoteliales, musculares y nerviosos, las repercusiones fisiopatologicas de la
insuficiencia cardiaca sobre la circulacion sistémica y pulmonar, v sobre
farmacos inotropicos intravenosos, haciendo una revision mds extensa sobre
las fosfodiesterasas de nucledtidos ciclicos y sus inhibidores, y muy

especialmente sobre la milrinona.

2. Métodos de investigacién cardiovascular in vifro

El comportamiento fisiolégico y farmacoldgico de los vasos arteriales
se estudia mejor en la circulacidon sistémica intacta.  Sin embargo, al
estudiar un aspecto concreto de la fisiologia vascular o un efecto
farmacolégico determinado en un tipo de regién anatémica, el disefio
experimental se complica enormemente en la circulacion intacta, ya que
multitud de mecanismos fisiologicos endoteliales, musculares y nerviosos se
interrelacionan simultdneamente, y hacen dificil sacar consecuencias

concretas de dichos experimentos.

Por otro lado, en las preparaciones in vitro podemos controlar y medir

cada uno de estos mecanismos de modulaciéon vascular por separado, y
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determinar el papel que ejercen cada uno de ellos independientemente, sobre

la respuesta que encontramos conjuntamente en el organismo vivo.

Los dos métodos de investigacion mds extendidos hoy dia, para el
estudio de segmentos vasculares aislados son: el de anillos de vasos sujetos
por dos alambres sometidos a una determinada tensién, y los de vasos
canuiados y presurizados, a los que se les puede perfundir
intraluminalmente 0 no. En ambos métodos, los fragmentos arteriales
permanecen en todo momento bafiados por una solucion fisiolégica de
electrolitos y glucosa tamponada, a una temperatura determinada y con un
sistema continuo de oxigenacion, todo ello para intentar en lo posible que
las células de los segmentos vasculares se encuentren en situacion 6ptima de
funcionamiento, lo mas parecida a su estado en el organismo. A
continuacion, es cuando se van introduciendo los farmacos o reactivos que
necesitemos segun el estudio a realizar en el bafio de érganos; con cada uno
de ellos, bloqueamos o activamos una determinada via de regulacion

vasomotora. (s 40.41)

2.1. Registro isométrico de segmentos vasculares aislados

La disposiciéon circunferencial de las fibras musculares lisas de los
vasos arteriales de pequefio calibre hace posible que el estudio de pequefios

segmentos cilindricos de arterias aislados, nos reflejen con exactitud la
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regulacion del tono vascular.  Estos segmentos cilindricos permiten af
mismo tiempo introducir a lo largo de su luz dos alambres acerados, que nos
van a servir para que la pared del vaso transmita su fuerza de contraccion al

atambre y podamos medir los cambios de tension de la pared vascular.

El primer miografo disefiado de esta forma y con este fin fue
realizado por Bevan y Osher en 1972 (40, y posteriormente mejorado por
Mulvany y Halpern en 1976 (4;y. Estos midgrafos registran variaciones de
tension, a una fongitud determinada de separaciéon entre los dos alambres
que no varia a lo largo del experimento, por lo que se denominan registros
isométricos.  También se han desarrollado transductores para estudiar
segmentos de aniltos vasculares en registros isotonicos, es decir, donde la
tensidn se mantiene constante y lo que varia es el radio del vaso, para
intentar realizar una aproximaciéon mas fisiologica al comportamiento ir
vive.  Sin embargo, este tipo de modelo experimental tiene una mayor
complejidad técnica y metodoldgica, que hace que esté mas sujeto a
variaciones de preparacion y no aporta grandes beneficios a la técnica de

registro isométrico.

En los registros isométricos, una cuestion importante es como
calcular la longitud a la que hay que separar los dos alambres mediante el
tornillo micrométrico, para distender las paredes del vaso, y obtener la
denominada tension basal. Para determinar esta tension que es diferente
para cada territorio vascular, cada diametro del vaso y cada especie animal,

se analiza la respuesta vascular contrictil a un agonista vasoconstrictor,
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habitualmente al Clk, después de exponer las arterias a distintas tensiones,
al azar, y progresivamente. La tension pasiva a la que se obtiene la méxima
Tespuesta a ese agonista vasoconstrictor, es la que se considera como tension
basal de respuesta vascular, reflejo del comportamiento de ese vaso in vivo .
También puede calcularse tedricamente a partir de la Ley de Laplace,
conociendo los datos morfométricos del segmento vascular montado. e,

41.42)

3. Regulacion del tono vascular

En las ultimos afios, hemos asistido a un grandioso avance en los
conocimientos fisiologicos y fisiopatologicos del endotelio, de tal forma que
hoy nadie duda que el endotelio constituye un elemento fundamental en la
regulacion de la fisiologia cardiovascular. En 1966, el premio Nobel Lord
Adrian Florey (43 considero el endotelio como una barrera aislante entre la
sangre y la pared vascular, y lo denominé capa de celofdn; él mismo predijo
que en los siguientes afios, habria grandes descubrimientos sobre el
endotelio.  Asi ha sucedido y desde 1980, en la literatura internacional,
aparecen mas de 950 articulos estudiando diferentes aspectos de la fisiologia
endotelial, hasta nuestros dias en donde este numero se ha multiplicado
considerablemente, existiendo en la actualidad mas de 6.500 articulos en
1995, segin basqueda realizada en la linea de informacion médica

informatizada Medline 4. Esto pone en evidencia, el papel claramente
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protagonista que el endotelio ha adquinido en todas las diferentes areas del
saber médico, que inicialmente sélo se extendia a las revistas de ciencias
basicas experimentales y que actualmente ha invadido todas y cada una de
las especialidades médicas y quinirgicas, en las que poco a poco se van

traduciendo las repercusiones clinicas correspondientes.

La célula endotelial interviene en varias funciones fisiologicas, entre
ellas destacan: a) angiogénesis, dirigiendo y activando la formacién de
nuevos vasos, tanto en condictones fisiologicas como patoldgicas;, b)
coagulacion, el endotelio sintetiza el factor procoagulante V, la proteina S,
secreta el activador del plasminégeno, y presenta en su membrana los
anticoagulantes trombomodulina y heparan - sulfato; ¢) agregacion
plaquetaria, el endotelio actiia como antiagregante plaquetario, v a la vez es
el encargado de sintetizar el factor de von Willebrand; d) respuesta inmune e
inflamacidn, el endotelio presenta receptores especificos leucocitarios de los
que depende la adhesion celular, ademas el endotelio sintetiza y se ve a la
vez influido, por la mayoria de los mediadores y citoquinas de la
inflamacién y respuesta inmune; e¢) funciones metabolicas, el endotelio
metaboliza multitud de sustancias, entre otras tenemos: noradrenalina,
adenosina, serotonina, bradicinina, nucledtidos de adenina, leucotrienos,
prostaglandinas, sustancia P, etc.., ademas inhibe la liberacion de
noradrenalina desde las terminaciones nerviosas adrenéigicas, y participa en
la conversion de la angiotensina I a angiotensina IT; f) regulacion del tono
vascular, los endoteliocitos sintetizan una serie de sustancias vasodilatadoras

y vasoconsirictoras encargadas en su conjunto, de modular el grado de
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contraccion del musculo liso vascular, y con ello el tono de la pared arterial
y la presion arterial. La sintesis de estos factores derivados del endotelio

dependen de multitud de sustancias y factores que estimulan a los

aaaaaaa

3.1. Via de la L - arginina - éxido nitrico ( E.D.R.F.)

En 1980, Furchgott y Zawadzki (s, observaron en segmentos aislados
de aorta toracica de conejo, que la administracién de acetilcolina provocaba
en unas preparaciones vasodilataciéon y en otras vasoconstriccion. Al
investigar estos resultados aparentemente contradictorios, descubrieron que
la pérdida del efecto vasodilatador de la aceticolina se debia a la
desendotelizacion, no intencionada, de la intima de los vasos durante su
preparacion y demostraron que la relajaciéon sdlo se produce si existen
células endoteliales funcionales. Asimismo, estos autores demostraron que
la acetilcolina, actuando sobre fos receptores muscarinicos endoteliales,
estimula la liberacién de una sustancia endotelial que causa la relajacion del
musculo liso vascular, y la denominaron, al no conocer su naturaleza, como
Factor Relajante Derivado del Endotelio ( ED.R.F. ). Posteriormente se
demostré que otras muchas sustancias vasodilatadoras ( bradicinina,

sustancia P, trombina, histamina, calcitonina, péptido intestinal vasoactivo,
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entre otras muchas ) producian relajacion de la fibra lisa vascular por
liberacioén del E.DRF. ( Tabla I ).(51, 52,53,54)

Gruetter y col. en 1981 (s5), demostraron que los nitrovasodilatadores
(nutroprusiato sédico y nitroglicerina), relajantes de la musculatura lisa
vascular, eran metabolizados en los miocitos para producir 6xido nitrico, y
que era éste el que provocaba la relajacion de la fibra muscular lisa
mediante la produccién de GMP ciclico. No en vano ya en el siglo XIX se
habia observado que los nitratos organicos mejoraban los sintomas del
angor pectoris, incluso Alfred Nobel, cuya fortuna y fama se baso en la
invencion de la dinamita, escribié a un amigo en 1895 sobre la ironia que

suponia que su médico le mandara tomar nitroglicerina para su dolencia. sq

En 1987, por un lado Palmer y col. s7,, estudiando la liberacion de
ED.RF. y Oxido nitrico de cultivos endoteliales, determinaron Ia
produccion de oOxido nitrico por quimioluminiscencia y midieron la
actividad relajante del ED.R.F. y del éxido nitrico por bioensayo. La
relajacion producida por el E.D.R.F. fue comparable a la producida por el
oxido nitrico, ambas sustancias eran igualmente inestables y la relajacion
producida por el 6xido nitrico y el E.D.R.F. fue inhibida por hemoglobina y
aumentada por superoxido dismutasa de manera similar. Como el 6xido
nitrico liberado por las células endoteliales era indistinguible del E.D.R.F.
en términos de actividad biolégica, estabilidad y susceptibilidad, estos

autores sugirieron que el 6xido nitrico y el E.D.R.F. eran lo mismo. (s7,



13
Introduccion

Por otro lado y simultdneamente, Ignarro y col. (sg 59y, demostraron que
el ED.R.F. liberado de arterias y venas intactas, y la solucion acuosa de
oxido nitrico, presentaban idénticas propiedades farmacolégicas y quimicas,
y por andlisis espectrofotométrico tenian igual comportamiento, lo que les
llevé a la misma conclusion que Palmer (s7.  Actualmente existe gran
confroversia a este respecto, y se piensa que existen otros E.D.RF.

diferentes al 6xido nitrico. 4749,50,60.61,62,63)
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TABLA.I Activadores de Ia liberacion de E.D.R.F.

1. Fisiolégicos:

Cambios del flujo sanguineo.
Estrés de la pared vascular.

Cambios en la tension parcial de oxigeno.

2. Sustancias vasoactivas:

]

Acetilcolina.

Difosfato de adenosina ( ADP ).
Trifosfato de adenosina { ATP ).
Bradiquinina.

Péptido relacionado con el gen de la Calcitonina ( P.R.G.C. ).
Tonoforos del calcio ( A23187 ).
Colecistoquinina.

Histamina.

Noradrenalina.

Serotonina.

Sustancia P.

Trombina.

Péptido intestinal Vasoactivo { V.LP. ).

Etcétera.

Busse R, Fleming I. Regulation and functional consequences of endothelial nitric oxide formation. Ann
Med 1995; 27: 331-340. ( 54)
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Asi Sembowicz 4 habla de la existencia de otro vasodilatador
derivado del endotelio mas potente y mas estable que el 6xido nitrico, que
procederia de la reaccion quimica entre el NO y la L-HO-Arginina,
estudiado en cultivos de células endoteliales, por esta razén se estd
acufiando en la literatura el término de sustancias nitrovasodilatadoras

endogenas dependientes de endotelio o de la via L - arginina - 6xido nitrico.

Palmer y col. en 1988 «s), usando cultivos de células endoteliales de
aorta de cerdo, demostraron que el oxido nitrico liberado de estas células
proviene de la oxidacion del atomo de nitrogeno guanidino terminal de la L-
arginina, la enzima citosdlica necesaria para esta reaccion es la 6xido nitrico
sintetasa constitutiva endotelial, que se activa por la interaccion con el
calcio y la calmodulina, y necesita como cofactores; NADPH,
tetrahidrobiopterina, dinucleétido de flavina adenina, mononucledtido de
flavina, giutation reducido y el grupo hemo. Esta es la primera de las tres
isoenzimas de oxido nitrico sintetasa que han sido descritas, la otra enzima
también constitutiva se encuentra en el S.N.C., y se denomina 6xido nitrico

sintetasa constitutiva cerebral, y la tercera isoenzima es la éxido nitrico

777777

También se ha comprobado que una serie de analogos de la L-
arginina como: NCmonometil-L-arginina ( L - NMMA ), NC-nitro-L-
arginina metil éster ( L - NAME ), N°-nitro-L-arginina ( L - NA ), N°-
iminoethyl-L-ornitina ( L - NIO ), entre otros, inhiben competitivamente la

sintesis de 6xido nitrico, y que la adicién al medio de L - arginina revierte
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esta inhibicion, volviendo a sintetizarse Oxido nitrico. Todos estas
sustancias estan stendo de gran utilidad para poder estudiar la funcién del
oxido nitrico en diferentes procesos fisiologicos y fisiopatologicos.
Recientemente, se han descubierto una serie de sustancias enddgenas
inhibidoras de la sintesis de NO, liberadas por Jlos leucocitos
polimorfonucleares humanos, y también en situaciones de insuficiencia
renal crénica, ain no bien identificadas ni clarificado su papel

fisiopatol6gico. (s 70.71)

El mecanismo de transferencia del 6xido nitrico hasta el endoteliocito
se estd cuestionando, probablemente no se libere directamente en forma de
oxido nitrico propiamente dicho, sino de un compuesto mas estable como
puede ser la S-nitrosocisteina, el cual daria Iugar, a nivel de la membrana

celular a la formacion de 6xido nitrico. )

Los nitrovasodilatadores endégenos derivados de endotelio, entre los
que se encuentra el 6xido nitrico, atraviesan rapidamente la membrana del
miocito y en su citosol se unen a la porcion hemo de la enzima guwanilato
ciclasa soluble activandola; esta enzima convierte el trifosfato de guanosina
( GTP ) en monofosfato de guanosina ciclico ( GMPc ), el incremento de
GMPc en la fibra muscular lisa provoca una disminucion de la
disponibilidad de calcio citosolico, por varios posibles mecanismos, uno de
ellos es la inhibicién de la hidrélisis del fosfatidilinositol, lo que hace que se
movilice calcio hacia el reticulo sarcopldsmico, asimismo, concentraciones

elevadas de GMPc, aumentan la captacion de calcio del reticulo
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sarcoplasmico, disminuyen la sensibilidad de la cadena ligera de la miosina
al calcio, activan la bomba de calcio de la membrana celular, sacando calcio
del citosol, e interfieren con los canales de calcio receptor dependientes, y
tienen como resultado final disminuir los niveles intracelulares de calcio.
Sin embargo, las sustancias nitrovasodilatadoras endogenas derivadas de
endotelio no solo acthan en el miocito vascular, activando la produccion de
GMPc, sino que se estén descubriendo otras acciones independientes de la
activacion de la guanilato ciclasa como, la induccion de una
hiperpolarizacion transitoria de la membrana del miocito, mediante la
estimulacion directa de la bomba sodio - potasio y la activacién directa de
los canales de potasio calcio dependientes de la fibra lisa vascular. (sos4 60,

72,73)

El 6xido nitrico producido es una molécula muy difusible e inestable
con una vida media muy corta de 3 - 6 segundos en condiciones de
bioensayo, y unos 30 segundos en cultivos celulares, se inactiva
combinandose rapidamente con el oxigeno y con radicales libres de oxigeno,
para formar NO, , NO*, y NO*; también, presenta gran avidez para
combinarse con el grupo hemo de la hemoglobina y formar

metahemoglobina. (47 49 66,67)

Diversos estudios experimentales han demostrado que en condiciones
basales existe tanto en animales como en el hombre, en los diferentes
territorios vasculares artenales y venosos, sistémico, pulmonar, y coronario,

una sintests continua de 6xido nitrico, el cual produce un tono vasodilatador
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basal responsable al menos en parte de la regulacién endotelial del tono
vascular, y por tanto de la presion arterial y del flujo sanguineo que llega a

los diferentes territorios corporales. (so 74

Actualmente, se conocen multitud de factores endégenos y exdgenos
estimulantes de la sintesis de o6xido nitrico.  Los factores fisiologicos
enddgenos que se conocen hasta el momento son, por un lado, los cambios
en la presion o tension de la pared vascular, debidos a los cambios de flujo
sanguineo, denominados en la literatura anglosajona como shear stress, y
por otro lado, estan los cambios en la presion parcial de oxigeno. Asi se ha
comprobado como el incremento en el flujo sanguineo, v en general, los
incrementos en la presién o tensién ejercida sobre la paredes de las arterias,
condiciona un estimulo importante para la produccion de NO, por tanto el
mecanismo de deformacion de la membrana endotelial puede que represente
un importante sensor de flujo, a través del cual los endoteliocitos regulan el
didmetro arterial. A su vez, también se ha demostrado que la sintesis de
NO se ve interrumpida en condiciones de anoxia y de hipoxia critica ( PaO »
inferior a 30 mmHg. ), y es sustituida por la sintesis de factores
vasoconstrictores, estos hallazgos sugieren que la produccion de NO

problablemente se interrumpa en condiciones de anaerobiosis. (s 74)

La acetilcolina activa los receptores endoteliales muscarinicos, los
cuales estimulan la produccion de NO en el endoteliocito, produciendo
vasodilatacién dependiente del endotelio, sin embargo la respuesta a la

acetilcolina no es homogénea entre todos los territorios arteriales y varia de
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unas especies animales a otras, asi estd descrito que la aplicacion
intracoronaria de una dosis alta de acetilcolina en mandriles sedados

provoca vasoconstriccion intensa. (s 75 76)

Las purinas ( ADP y ATP ) actiian sobre los receptores purinérgicos
situados tanto en la membrana del endoteliocito como en la de la fibra lisa
vascular. La activacién del purinorreceptor de la membrana de endotelio
(subtipo P, ), produce vasodilatacion mediante la estimulacion de la via L-
arginina - oxido nitrico.  Por el contrario, en la membrana de Ia fibra
muscular lisa se encuentran dos subtipos de purinorreceptores ( P,y P2y ),
la estimulacion preferente de los receptores P, , provoca vasodilatacion, sin
embargo la estimulacién de los receptores P, , produce vasoconstriccion, por
tanto la respuesta global depende de la presencia o no de endotelio integro,

que con la produccion de NO de como respuesta vasodilatacion. o 66,77)

-La importante hipotension que provoca la administracion intravenosa
de histamina se produce por diferentes mecanismos: una gran disminucion
del tono vascular, una accién directa inotrépica negativa sobre el misculo
cardiaco y un incremento de la permeabilidad capilar. En la membrana
endotelial se sitlan receptores histaminérgicos tipo H; que al ser
estimulados, activan la via L - arginina - 6xido nitrico produciendo
vasodilatacion. En la membrana de las fibras musculares lisas existen dos
tipos de receptores histaminérgicos, los H, que provocan vasoconstriccion y
los tipo Hy que favorecen la vasodilatacion. La repuesta global a la

histamina depende por tanto de la distribucion de la poblacién de receptores
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entre los diferentes territorios vasculares, asi como de la buena

funcionalidad ¢ integridad del endotelio. (s4 60,66,78)

Sin duda alguna queda ain un largo y apasionante camino que
recorrer hasta esclarecer mejor los diferentes mecanismos de actuacion y
regulacion del endotelio sobre la actividad de Ia fibra muscular lisa, durante
el cual muchos de los conocimientos dados como validos hasta el momento

seran rebatidos y sustituidos por otros nuevos.

3.2. Factor hiperpolarizante derivado del endotelio (E.D.H.F.)

Se ha identificado un factor hiperpolarizante producido por el
endotelio tras ser éste estimulado con acetilcolina, este E.D.H.F. provoca
cambios transitorios en el potencial de membrana de las fibras musculares
lisas, asi se¢ ha comprobado que Ia estimulacién con acetilcolina de
segmentos de venas femorales de ratas, provoca relajaciébn e
hiperpolarizacion de la fibra muscular lisa, y si se mantiene la estimulacion
con acetilcolina, se mantiene el efecto relajante dependiente de sustancias
nitrovasodilatadoras endbgenas, sin embargo, la hiperpolarizacion de ia
membrana desaparece con el tiempo. Parece ser que la estimulacion de los
receptores muscarinicos M ; provocaria la liberacion de NO, mientras la

estimulaciéon de los receptores M , de la membrana del endoteliocito
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provocaria la liberacton del E.D.H.F., que produce relajacion vascular
mediante la activacion de los canales de potasio, ATP sensibles, del miocito.
La naturaleza quimica de este factor atin no se ha esclarecido con total

seguridad. (1 79 g0y

El NO y la prostaciclina son dos conocidos productos endoteliales que
cumplen todos las caracteristicas para poder ser considerados factores
hiperpolarizantes derivados del endotelio. Asi hay trabajos que demuestran
que la prostaciclina provoca relajacion vascular a través de la
hiperpolarizaciéon de la membrana del miocito, al activar los canales de
potasio en la circulacion coronaria de conejos 1283  1ambién se ha
demostrado que ¢l NO hiperpolariza la membrana de los miocitos
vasculares, en todos los territorios vasculares estudiados hasta el momento,

a concentraciones superiores a S X 107 M. (83 34 85)

Sin embargo, existen mas E.D.HF. aparte del NO y de la
prostaciclina, cuya naturaleza ain no se conoce con seguridad, enire estas
diferentes sustancias se barajan como posibles, el peréxido de hidrégeno,
productos no prostanoides del metabolismo del 4cido araquidonico o

productos del citocromo P - 450. 3386 57,88)
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3.3. Factores contrictiles derivados del endotelio (E.D.C.F.)

Diversos trabajos han demostrado la existencia de factores
vasoconstrictores producidos por el endotelio ante diferentes estimulos
como cambios de presién, anoxia, estimulacién eléctrica, dosis altas de
acetilcolina, entre otros. Uno de estos E.D.C.F. ha sido identificado como
un péptido de 21 aminodcidos, denominado endotelina ( ET ), que
constituye una familia de tres isdémeros ( ET-1, ET-2 y ET-3 ), de ellos la
ET-1 es el isdmero principal en los seres humanos, y una de las sustancias
vasoconstrictoras mas potentes conocidas. La sintesis de este péptido estd
inducida por diferentes sustancias vasoactivas como la trombina, adrenalina

angitensina II, vasopresina, T.G.F.-beta, y IL-1, entre otras muchas. (g9 g9

Todavia no se conoce bien el papel que la endotehna juega en la
regulacion del tono vascular, ya que aunque se ha demostrado una sintesis
basal de esta sustancia en cultivos celulares endoteliales, la mayoria de los
autores estan de acuerdo en reconocer que los niveles circulantes de
endotelina no pueden provocar un tono vasoconstrictor sistémico, sin
embargo creen que la endotelina juega un papel importante en la regulacion

de los mecanismos vasoconstrictores locales. (35909192

La endotelina 1 procede de un precursor denominado pre-
proendotelina 1, del que se forma la endotelina 1 grande, y por reacciones
proteoliticas catalizadas por la enzima convertidora de la endotelina, se

forma finalmente endotelina 1 activa, la cual se une al menos a dos tipos de
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receptores: el subtipo A de receptor de la endotelina, que es muy selectivo
para la endotelina I, y se encuentra distribuido en la musculaiura lisa
vascular de arteriolas y vénulas, y es el responsable de producir Ia
vasoconstriccion.  El subtipo B de receptor de 1a endotelina, tiene la misma
afinidad por los tres tipos de endotelinas y se encuentra en los
endoteliocitos, su activacidén tiene un doble efecto por un lado provoca
vasoconstriccidn, pero a la vez provoca vasodilatacion por la estimulacion
de la liberacion de NO y prostaciclina, modulando de esta forma la

respuesta contractil. (89,90.91,92,93,94)

La endotelina 1 estd implicada en la patofisiologia de numerosas
enfermedades cardiovasculares, como la ateroesclerosis, enfermedad
coronaria, insuficiencia cardiaca congestiva y la hipertension pulmonar

entre otras muchas. 3090,91.92.93.94.9596.97)

3.4. Metabolitos del dcido araquidénico

La produccion de prostanoides esta determinada, en primer lugar, por
la movilizacion de acido arquidonico de las membranas celulares mediante
la fosfolipasa A ,. El acido araquidénico es modificado por la sintasa de

endoperoxidos de prostaglandinas, la cual posee wuna actividad
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ciclooxigenasa sobre PGG ,, y una actividad peroxidasa que produce la

PGH,, que es el precursor de todos los prostanoides.

Los prostanoides vasodilatadores principales son la prostaciclina
PGlI,, y las prostaglandinas PGD ; y la PGE ,, todas ellas son producidas por
el endotelio y liberadas hacia la fibra lisa vascular, donde produce relajacion
de ja misma por activar la produccién de AMP ciclico y bloquear los
canales de calcio, disminuyendo la entrada del mismo. Por otro lado,
tenemos los eicosanoides con accion vasoconstrictora, los principales son el
tromboxano A ,, los leucotrienos, y las prostaglandinas PGH » y PGF , , que
provocan vasoconstriccion por acciéon directa sobre la membrana del

miocito vascular al activar los canales de calcio.

La prostaciclina PGl , es la principal prostaglandina producida por el
endotelio en condiciones normales, sin embargo en algunos lechos
vasculares la sintesis de PGD ; o de PGE , predomina sobre la sintesis de
PGI 5, y en determinadas situaciones patolégicas como en ratas diabéticas,
hipertensas o con hipercolesterolemia, se ha demostrado que predomina la
produccién de eicosanoides vasoconstrictores, fundamentalmente PGH ,,

tromboxano A, y PGF . (49,75,81,85,98,99)
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3.5. Agregacién plaquetaria y tono vascular

Las células endoteliales estan implicadas en el balance entre
agregacion plaquetaria, coagulacion, formacién del trombo y fibrinolisis, y a
su vez las sustancias liberadas durante la agregacion plaquetaria tienen una

accién muy importante en la regulacion del tono vascular,

Asi la liberacion de serotonina, procedente de las plaquetas
agregadas, provoca vasodilatacion endotelio - dependiente, por Ia
estimulacion de los receptores serotoninérgicos ( S ; ) de la membrana de los
endoteliocitos, que liberan NO, sin embargo esta respuesta vascular exige la
integridad anatémica y funcional del endotelio, ya que si se pierde el
endotelio, la serotonina provoca una intensa vasoconstriccion por
estimulacion de los receptores serotoninérgicos ( S 5 ) que se encuentran en

la superficie de los miocitos lisos vasculares. (47 45)

La liberacién del factor activador de plaguetas ( P.AF. ) por parte de
plaquetas, neutroéfilos, células cebadas y endoteliocitos, provoca una
vasodilatacion endotelio - dependiente sélo a concentraciones elevadas. La
accion vasomotora del P.AF. es muy compleja ya que no sélo estimula la
liberacion de NO, sino que también la liberacion de tromboxano A , y
leucotrienos, por tanto la accién vascular neta final del P.AF. es muy
variable. Otra sustancia vasoactiva liberada al producirse la agregacion
plaquetaria es el tromboxano A,, que tiene un potente efecto vasoconstrictor

endotelio independiente sobre los miocitos vasculares.
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La trombina formada durante la cascada de la coagulacién, produce

una relajacion endotelio dependiente por estimulacién de la produccién de

NO en los diferentes territorios vasculares incluido la circulacién coronaria.

La liberaciéon de ADP y ATP de las plaquetas produce estimulacion
de los receptores purinérgicos endoteliales, que como ya se ha comentado
anteriormente provocan liberacion de NO endotelial, y vasodilatacién
endotelio dependiente, pero a su vez estimula los receptores purinérgicos de
los miocitos vasculares produciendo vasoconstriccion en los territorios

vasculares desprovistos de endotelio. 47 4960)

En general, las sustancias vasoactivas liberadas por las plaquetas
agregadas tienen efectos opuestos dependiendo de la presencia integra o no
del endotelio. En condiciones normales, con un endotelio funcionante,
predomina las acciones vasodilatadoras sobre las vasoconstrictoras, sin
embargo cuando el endotelio se destruye o no es funcionante, se produce
ante la liberacion local de estas sustancias, una intensa respuesta

vasoconstrictora. (60,67,100,101,102,103)
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3.6. Péptidos vasoactivos

Los miocitos auriculares de los mamiferos poseen la capacidad de
producir y liberar una serie de péptidos, con propiedades natriuréticas,
vasodilatadoras e inhibidoras de Ia aldosterona, denominados péptidos
natriuréticos auriculares ( P.N.A. ), cuya funcién principal es participar en
el control del volumen venoso central.  Estos péptidos son liberados ante

incrementos en la presion auricular.

Los péptidos natriuréticos auriculares provocan vasodilatacion en los
territorios arteriales pulmonares, aérticos, carotideo y renal, pero no tienen
efectos sobre los territorios coronario, mesentéricos y femorales. Esta
vasodilatacién se debe a un incremento de los niveles de GMPc tanto en el
endotelio como en €l miocito, por un mecanismo NO independiente, a través
de la activacion de la guanosina ciclasa particulada. Sin embargo, se ha
podido demostrar que existe una relacién entre el NO y los P.N.A., ya que

la produccién de NO es capaz de inhibir la liberacion de los P.N.A. o 104)

Por el contrario, existen una serie de péptidos con potentes efectos
vasodilatadores, como son la sustancia P, el péptido relacionado con el gen
de la calcitonina y el péptido intestinal vasoactivo, cuya accién

vasodilatadora esta mediada por la produccién de NO endotelial. (s0,67,105,106)
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3.7. Fosfodiesterasas de nucledtidos ciclicos

El tono vascular depende del grado de contraccién de las miofibrillas
de los miocitos lisos vasculares, que depende directamente de la
biodisponibilidad intracelular de calcio. Los nucledtidos ciclicos AMPc vy
GMPc provocan relajacién de las fibras musculares lisas al inhibir la
entrada de calcio por los canales de calcio voltaje dependiente, y por
facilitar la recaptacion de calcio hacia el reticulo sarcoplasmico. A su vez,
el factor hiperpolarizante dependiente de endotelio ( EID.H.F. ) provoca
vasodilataciébn ya que impide la despolarizaciébn de la membrana del
miocito, al inhibir la activacion de canales de calcio voltaje dependientes.
Por el contrario, €l conjunto de sustancias vasoconstrictoras activan los
canales de calcio y provocan un incremento del calcio citosélico, al facilitar
la entrada de calcio al interior de la célula y Ia liberacion de los depésitos de

calcio intracelulares.

Las fosfodiesterasas de nucledtidos ciclicos son las principales
responsables de la regulacidn de las concentraciones intracelulares de AMPc
y GMPc, al ser las responsables de su degradacién. Se han aislado multitud
de isoenzimas ( mas de veinte ) de diferentes tejidos y la primera
clasificacion realizada por Beavo y Retifsnyder, se basa en la especificidad
del sustrato sobre el que actian, su modulacién por calmodulina o por
GMPc, su secuencia primaria y su respuesta farmacolégica a diferentes
inhibidores. Segun éstas caracteristicas las PDE han sido clasificadas en

cinco familias de isoenzimas, denominadas grupo [ II, I, IV y V. El
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conocimiento de su distribucién en los diferente tejidos del organismo y la
multitud de acciones fisiolégicos en las que estan implicadas estan siendo

descritas en los ultimos afios. ( Tabla IT ) (307 105

La familia I de fosfodiesterasas presenta siete subtipos de
isoenzimas, todas ellas se caracterizan por necesitar para su actuacion la
presencia de calcio y calmodulina. Se han identificado en corazén,
musculo liso vascular, cerebro y pulmén, su sustrato principal es la
hidrélisis de GMPc¢ y su actividad no se ve influida por los niveles de
GMPc. Los inhibidores de fosfodiesterasas que mads actiian sobre esta
familia son: la nicardipina, la nifedipina, el vinpocetine, las metilxantinas y

l1as fenotiacinas.

La familia II o fosfodiesterasas GMPc estimuladas presentan tres
subtipos de isoenzimas, se han identificado en corazdn, sistema nervioso
central, corteza adrenal, v en los tltimos afios también en musculo liso
vascular, hidrolizan tanto GMPc como AMPc, y la actividad hidrolitica
sobre AMPc¢ se ve estimulada por la presencia de GMPc. Los mhibidores
de fosfodiesterasas que mas actdan sobre esta familia son el dipiridamol y la
papaverina, no habiéndose identificado hasta el momento inhibidores

selectivos de este grupo.

La familia III o fosfodiesterasas GMPc¢ inhibidas tienen tres

subtipos de isoenzimas; s¢ han aisla'o de corazén, musculo liso vascular,
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TABLA 11. Clasificacion de las fosfodiesterasas de nucleétidos ciclicos.

Grupo I o familia Ca®" - calmodulina dependiente:
Principalmente hidrolizan GMPc.

Necesitan Ca”" - calmodulina para actuar.

Grupo 11 o familia GMP¢ estimulada:
Hidrolizan GMPc y AMPc.
La hidrdlisis de AMPc es estimulada por GMPc.

Grupo 111 ¢ familia GMPc inhibida:
Principalmente hidrolizan AMPc.
La hidrélisis de AMPc es inhibida por GMPc.

Grupo IV o familia AMPc especifica:
Hidrolizan AMPc.

No se modifican por GMPc.

Grupo V o familia GMPc especifica:
Hidrolizan GMPc.

No se modifican por la presencia de Ca** - calmodulina.

Beavo JA, Reifsnyder DH. Primary sequence of cyclic nucleotide phosphodiesterase isozymes and the
design of selective inhibitors. TIPS 1990; 11: 150-155, (107)
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plaquetas, adipocitos e higado, hidrolizan preferentemente AMPc, y la
actividad hidrolitica se ve inhibida por GMPc. Existen varios inhibidores
selectivos de este grupo de fosfodiesterasas como son: la amrinona, la
milrinona, la enoximona, {a piroximona, la cilostamida, el imazodan, el SKF
- 94120, la trequinsina, 1a quazinona, el indolidan, el anagrelide, entre otras
sustancias en estudio. La caracteristica principal de todas estas sustancias
es gue al incrementar los niveles de AMPc en el corazén desarrollan una

accion inotropica positiva,

La familia IV o fosfodiesterasas AMPc especificas tienen ocho
subtipos de isoenzimas identificadas hasta el momento. Se han aislado del
sistema nervioso central, sistema reproductor, misculo liso vascular, rifiones
y linfocitos, hidrolizan especificamente AMPc y la actividad hidrolitica se
ve inhibida por GMPc sélo a concentraciones altas. Los inhibidores de

fosfodiesterasas mds activos sobre este grupo son el rolipram y el Ro -
201724.

La familia tipo V o fosfodiesterasas GMPc especificas presentan
cuatro isoenzimas conocidas;, se han aislado de retina, musculo liso
vascular, plaquetas y pulmones, e hidrolizan especificamente GMPc. Los
inhibidores de fosfodiesterasas selectivos sobre este grupo son el zaprinast y

el dipiridamol.

Existen descritos muchos inhibidores de fosfodiesterasas, con

caracteristicas fisico - quimicas muy diversas, la mayoria de ellos son
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capaces de inhibir los diferentes tipos de fosfodiesterasas, s6lo que a dosis
inhibitorias 50 ( 1.D.5o ) diferentes, asi se habla de inhibidor selectivo de un
grupo de fosfodiesterasas si la I.D.5o de ese fArmaco para ese grupo es muy
pequefia ( préoxima a 1 microM o menor ) y para el resto de grupos es alta; y
de inhibidores inespecificos de fosfodiesterasas cuando presentan [.D.so
muy similares para los diferentes grupos de fosfodiesterasas.( Tabla I11 ) o7,

108,109,110)



33

Introduccion

TABLA IIL. Principales Inhibidores de fosfodiesterasas.

A) No selectivos 0 comunes:

Papaverina.
Teofilina.

3-isobutyl-1-metilxantina.

B) Selectivos de 0:
Grupo 1 o familia Ca-calmodulina dependiente
Vinpocetina.
Fenotiacinas.

Grupo 11 o familia GMPc estimulada

No conocidos.
Grupo 111 o familia GMPc inhibida
Amrinona, Milrinona, Enoximona, Piroximona, Cilostamida,

Imazodan, Trequinsina, Quazinone, Carbazeran, eic...
Grupo 1V o familia AMPc especifica
Rolipram y RO201724.

Grupe V o familia GMPc especifica
Dipiridamol.

Zaprinast.

Saeki T, Saito I. Isolation of cyclic nucleotide phosphodiesterase isozymes from pig aorta. Biochemical
Pharmacol 1993; 46: 833-839.(109)



34

Introduccion
W

3.8. Nervios perivasculares

Los nervios perivasculares forman en la adventicia y media de la
mayoria de los vasos sanguineos un gran entramado de fibras nerviosas
terminales. Estos axones terminales estdn desprovistos de mielina y son
muy ricos en varicosidades ( 1 - 2 pm de diametro ), separadas por las
regiones intervaricosas ( 0,1 - 0,3 um de didmetro ). Las varicosidades son
los principales lugares de almacenamiento de neurotransmisores, que se
liberan en forma de pulsos al despolarizarse las terminaciones nerviosas,
para activar las fibras lisas vasculares en continuidad eléctrica a través de

las uniones gap.

Las varicosidades no estan unidas fisicamente a cada miocito, sino
que existe una hendidura de separacion que varia entre 60 - 2000 nm,
existiendo una relacién entre el didmetro del vaso y ¢l tamafio de la
hendidura, asi las hendiduras mas grandes estan en los vasos de mayor
calibre. El miocito liso vascular, en la unién neuromuscular, carece de
estructuras especializadas como ocurre en la placa motora del musculo
estriado.  Asi pues, se producen modificaciones del proceso clasico de
neurotransmision, realizandose en estas terminaciones neuromusculares a
través de la accion de los meuromoduladores. Los neuromoduladores
pueden ser desde hormonas circulantes, sustancias con accion local como
prostanoides, kininas o histamina, hasta los propios neurotransmisores
liberados desde la misma varicosidad o incluso de varicosidades de

terminaciones nerviosas adyacentes. (111,112
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Durante mas de cincuenta afios, los unicos neurotransmisores de los
nervios perivasculares reconocidos fueron la noradrenalina y la acetiicolina.
En la década de los sesenta, se descubrieron las terminaciones nerviosas
perivasculares no adrenérgicas no colinérgicas, desde entonces mas de 18
nuevos mensajeros quimicos han sido identificados, incluyendo entre ellos
monoaminas, purinas, aminodacidos, polipéptidos y el mismo oOxido
nitrico.(Tabla IV) g, 1)

Hoy dia se acepta undnimemente ¢l concepto de cotransmision,
propuesto por Burnstock en 1976 (113, por el cual, las terminaciones
nerviosas pueden sintetizar, almacenar y liberar mas de un tipo de
transmisor y se comprueba que es un fendmeno muy extendido, incluyendo
la transmisiéon nerviosa de nervios perivasculares. En lugar de la
complejidad derivada de la creciente lista de nuevos transmisores y el
numero de combinaciones posibles de cotransmision que se derivan, estan
apareciendo modelos que indican un considerable grado de organizacion
dentro del sistema nervioso auténomo. Estos estudios nos llevan a pensar
que los nervios auténomos tienen un codigo quimico, por el cual cada
neurona tiene una combinacién particular de sustancias transmisoras, con
proyecciones a determinados lugares diana y conexiones centrales definidas,
estos conceptos se desarrollaron en el estudio del sistema nervioso entérico,

pero también son aplicables a los nervios perivasculares.11,112.113,114)
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TABLA 1V. Principales neuromoduladores en nervios perivasculares.

Noradrenalina.

Acetilcolina.

Trifosfato de adenosina ( ATP ).

5 - Hidroxitriptamina ( 5 - HT ).
Dopamina.

Encefalina - dinorfina.

Péptido intestinal vasoactivo.
Sustancia P.

Péptido liberador de gastrina.
Somastostatina.

Neurotensina.

Vasopresina.

Gastrina - colecistoquinina.

Galanina.

Péptido pancredtico - neuropéptido Y.
Angiotensina.

Hormona adrenocorticotrofica.
Péptido relacionado con el gen de la calcitonina.

Oxido nitrico.

i
Burnstock G, Ralevic V. New insights into the local regulation of blood flow by perivascular nerves and
endothelium. Br J Plastic Surg 1994; 47: 527-543. (111)
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Dentro de los nervios perivasculares podemos distinguir: los
perienecientes al sistema nervioso auténomo, Simpaticos y parasimpaticos; y
las terminaciones nerviosas no adrenérgicas no colinérgicas entre las que se
identifican los sensitivo - motores y nervios perivasculares que nacen de
neurcnas intramurales. Las terminaciones nerviosas simpaticas liberan
como cotransmisores la noradrenalina ( NA ) v el trifosfato de adenosina
(ATP), en proporciones y cantidades muy variables, dependiendo del tipo de
vaso, intensidad y duracion del estimulo y la especie animal, entre otros
factores. También hay estudios que afirman que el neuropéptido Y, la
dinorfina, y la S-Hidroxitriptamina, son almacenados y liberados de las
terminaciones nerviosas simpaticas como cotransmisores de la NA, para
conseguir tras su liberacién la activacion de las fibras lisas vasculares

produciendo vasoconstriccion. (s

Las termupaciones nerviosas parasimpdticas presentan como
transmisor principal la acetilcolina, y como cotransmisores en determinados
tejidos se ha demostrado la presencia del péptido intestinal vasoactivo, el
neuropéptido Y, el péptido relacionado con el gen de la calcitonina y el
oxido nitrico. Estas terminaciones nerviosas presentan acciones opuestas a
las terminaciones simpéticas, habiéndose demostrado potentes efectos

vasodilatadores para todos estos cotransmisores parasimpaticos. (i16)

Los nervios perivasculares sensitivo - motores han sido estudiados
recientemente, identificandose como principales cotransmisores; la

sustancia P, el péptido relacionado con el gen de la calcitonina, el ATP y
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otras sustancias quimicas en estudio que producirian una potente
vasodilatacién. Estos nervios primarios sensitivos aferentes estarian
distribuidos por el corazén, grandes vasos arteriales y venosos, y pequeiios
lechos vasculares, llevando la informacion al sistema nervioso central, el
cual responderia con una funcién eferente por esas mismas terminaciones

nerviosas en el 6rgano diana, completando el arco reflejo axonal. (117

También se han aislado neuronas en la propia pared de los vasos y del
corazén, que dan posteriormente lugar a nervios perivasculares. Estudios
sobre neuronas de auriculas de cerdos han demostrado la presencia de
cotransmisores como 5-HT y el neuropéptido Y, que producirian
vasoconstriccién de las arterias coronarias ;5. Por otro lado, se han
identificado neuronas intrinsecas de la pared vascular de otros drganos en
las que el transmisor es el Oxido nitrico, cuya liberacion produce

vasodilatacion en esos territorios vasculares. (111,119)

4. Fisiopatologia de la insuficiencia cardiaca

La insuficiencia cardiaca se define como el estado fisiopatologico en
el cual, debido a una anomalia de la funcion cardiaca, el corazoén no impulsa

la sangre necesaria para los requerimientos metabolicos de los tejidos
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periféricos, o lo hace vnicamente mediante 1a elevacion de la presion de

llenado de los ventriculos. ¢ 3 120

Aunque el fallo cardiaco es una situacion fisiopatoldgica compleja
que afecta a todos los Organos de nuestro cuerpo, nos vamos a detener
fundamentalmente, en los cambios que se producen en el corazon y en las

circulaciones sistémica y pulmonar.

4.1. Repercusiones en la circulacién sistémica y pulmonar

La alteracién inicial que desencadena todo el sindrome de
insuficiencia cardiaca es la incapacidad progresiva de los miocitos cardiacos
para relajarse con la suficiente prontitud durante la diastole, junto con fa
incapacidad para contraerse con la suficiente fuerza para expulsar todo el
retorno venoso que le llega. La segunda consecuencia es un incremento de
las presiones de llenado de los ventriculos, con un enlentecimuento en el
llenado ventricular. Todos estos factores provocan un aumento de la
tension de la pared ventricular, con el consiguiente aumento del consumo de
oxigeno miocéardico, reduciéndose finalmente el gasto cardiaco.;sas,

6,120,121,122)

La reduccién del gasto cardiaco pone en marcha una serie de reflejos

neuroendocrinos complejos, que interaccionan entre si, para aumentar la
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presion de llenado de los ventriculos. Los principales sistemas que se
activan son: el sistema simpatico adrenérgico, con liberacidn de
catecolaminas enddgenas principalmente noradrenalina, con lo que se
produce vasoconstriccion arterial y venosa.  El otro sistera que se activa es
el de la renina - angiotensina - aldosterona, que a través de la angiotensina II
produce también vasoconstriccion y a través de la aldosterona retencién de

agua 'y sodio. 1 23.4.5,678,120,122,123)

Las consecuencias de esta actividad neuroendocrina sobre el sistema
vascular son: un incremento de las presiones de llenado de ambos
ventriculos, de las resistencias vasculares sistémicas y pulmonares, y del
contenido total de agua y sodio, con un descenso progresivo de la
distensibilidad vascular. Todos estos cambios vasculares ocasionan en el
territorio sistémico una redistribucién del gasto cardiaco, desviandose
principalmente hacia dreas metabdlicamente vitales, 2 expensas de un

descenso en el aporte de sangre en el resto del organismo. (120,121,122,123,124,125)

En la circulacién pulmonar el fallo cardiaco provoca un incremento
en la presion y el volumen de las venas pulmonares, un aumento del agua
pulmonar total y un edema de la mucosa bronquial que originan alteraciones
de la relacion ventilacion - perfusién. Todos estos cambios fisiopatolégicos
dan como resultado una pérdida de la elasticidad pulmonar y una rigidez
progresiva de los vasos arteriales y venosos pulmonares, estableciéndose

una situacioén de hipertension pulmonar.
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La hipertension pulmonar es el factor pronostico mas importante en la
evolucion natural de la insuficiencia cardiaca. Tanto es asi que es el factor
mas temido por el anestesiélogo - reanimador en el manejo perioperatorio de
los sindromes de bajo gasto, ya que conseguir superar una mala
contractilidad miocardica resulta relativamente asequible con los potentes
farmacos inotrdpicos positivos de los que disponemos, sin embargo,
conseguir controlar una hipertension pulmonar establecida, resulta un
problema verdaderamente dificil de solucionar y acaba siendo el factor que

condiciona una mala evolucién postoperatoria en la mayoria de las

OCASIONES. (120,121,122,123,124,125,126,127)

Los objetivos principales en el tratamiento general de la insuficiencia
cardiaca son: en primer lugar, la restauracion del contenido corporal total de
agua y sal a los limites normales, la disminucién del trabajo ventricular,
reduciendo las resistencias vasculares pulmonares y sistémicas, mejorar la
contractilidad y la relajacion diastélica del miocardio, y por ultimo,
conseguir estos objetivos sin aumentar, o incluso disminuir el consumo de
oxigeno miocardico. Asi en el tratamiento crénico de la insuficiencia
cardiaca debemos considerar todos estos aspectos ajustando periédicamente,
el tratamiento médico, con los farmacos diuréticos y vasodilatadores

dispontbles por via oral. (123 129)

Sin embargo, los estados de insuficiencia cardiaca aguda en los que
los sintomas y signos de disminucion del gasto cardiaco, se producen en

pocas horas o minutos, requicren un enfoque clinico y sobre todo
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terapéutico diferente. La insuficiencia cardiaca aguda puede presentarse en
una persona con funcién cardiaca previamente normal, lo que supone el
desarrollo repentino de una anomalia anatémica o funcional grave del
corazén, de sus vdlvulas, de su vascularizacién o de su ritmo.  Sin
embargo, un cuadro de insuficiencia cardiaca aguda también puede
desarrollarse en un paciente afecto de insuficiencia cardiaca cronica que se
ha mantenido relativamente estable mediante un régimen de medicacion y
adaptacion a un estilo de vida, y que en un momento dado experimenta una

descompensacion brusca. (129

Otra situacién de insuficiencia cardiaca aguda, con la que
frecuentemente se enfrenta el anestesidlogo es el sindrome de bajo gasto
cardiaco perioperatorio, situaciéon casi constante en la cirugia cardiaca con
circulacion extracorporea y en la cirugia vascular de grandes vasos. Sin
embargo, no es infrecuente ver este cuadro de insuficiencia cardiaca
pertoperatoria en pacientes con distintos grados de insuficiencia cardiaca
cronica compensada, sometidos a cirugia no cardiovascular, y que entran en
fallo cardiaco agudo, durante la intervencion o en el periodo postoperatorio

inmediato. (123124125

Todas estas situaciones de insuficiencia cardiaca aguda requieren en
primer lugar una intervencion terapéutica urgente, para mejorar la funcion
cardiovascular, con un soporte vital avanzado en Unidades de Reanimacion

Postquirtrgicas, donde se solucionara en primer lugar la causa del fracaso
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cardiaco, si esto es posible, y mientras tanto se le administrard un soporte

hemodindmico con farmacos inotrépicos y vasodilatadores. (120,123 124.125)

S. Farmacos inotrdpicos positivos

5.1. Digitilicos

Quimicamente constan de dos componentes: la genina o aglicona,
constituida por un nucleo esteroideo unido a una lactona, y uno o varios
azficares. La fraccion cardiotdnica es la genina, mientras que los aziicares

determinan la potencia y la duracion de su accion.

El mecanismo de accion de estos farmacos consiste en inhibir las
bombas de sodio - potasio de las membranas celulares de los miocitos
cardiacos, con lo que aumenta el sodio intraceluiar, lo que activa la bomba
de sodio - calcio indirectamente, y por consiguiente aumenta la
disponibilidad de calcio intracelular, con lo que se consigue un efecto
inotropico positivo. Los efectos electrofisioldgicos de los digitalicos son en
parte directos, y en parte porque tienen accion vagal. Asi, sobre el nodo
sinusal disminuye Ia pendiente de despolarizacion diastdlica ( fase 4 ), con

lo que disminuye la frecuencia de descarga del mismo; sobre el nodo
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auriculoventricular aumenta el periodo refractario del mismo y disminuye su
velocidad de conduccién. Los glucdsidos cardiacos también tienen una
accion directa sobre el misculo liso vascular arterial y venoso, con

elevacion del tono venoso y de las resistencias vasculares sistémicas.

La utilizacion de los digitdlicos en situaciones de insuficiencia
cardiaca severa o aguda no tiene justificacién, ya que el comienzo de accién
es prolongado , su vida media muy larga y erratica segun el gasto cardiaco,
con un estrecho margen terapéutico y escasa potencia inotropica positiva,
estando indicada para el tratamiento cronico de insuficiencias cardiacas
leves 0 moderadas, y ain asi, en estas situaciones, hay autores que los
desaconsejan, por la mayor incidencia de mortalidad demostrada con estos
farmacos. Si estd indicado su uso en la fibrilacion y flutter auriculares para

disminuir la respuesta ventricular y controlar asi la frecuencia cardiaca. (3,

131,132,133)

5.2. Farmacos inotrépicos simpaticomiméticos

I.a accion de cualquier catecolamina depende de su accién dominante
sobre los distintos receptores adrenérgicos, y en la mayoria de las ocasiones
esta accion depende de la dosis, asi una misma catecolamina a distintas

dosis tiene distintos efectos hemodinamicos.
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Los receptores adrenérgicos se encuentran situados en la superficie de
las membranas de un gran niimero de células de nuestro organismo. Nos

interesa destacar desde el punto de vista hemodinamico los receptores 8, v
P » adrenérgicos, los receptores o | adrenérgicos postsinapticos y los

receptores dopaminérgicos.

Los receptores §§, adrenérgicos son los mas numerosos en el corazén,
situados sobre las estructuras nodales y los miocitos. La activacion de estos
receptores se efectiia a través de la proteina G estimuladora, activadora de la
adenil ciclasa, transformando el ATP en AMPc. El AMPc, a su vez, activa
las protein-kinasas que producen diferentes fendémenos: por un lado, la
fosforilacton de los canales de calcio voltaje dependientes, aumentando la
disponibilidad intracelular de calcio sin cambiar sus caracteristicas
electrofisiolégicas; también inducen una activacion de la glucogenolisis, lo
que conduce a la obtencion del ATP suficiente para mejorar la respuesta
contréctil; e inducen la fosforilacion del fosfolambano que activa la bomba
de calcio del reticulo sarcoplasmico, que extrae calcio del citosol, lo que
produce una relajacién mas rapida de los miocitos. El resultado final es un

aumento del cronotropismo y del inotropismo miocérdico.

Los receptores P, adrenérgicos se encuentran situados principalmente:
en la fibra muscular lisa bronquial, donde su activacién provoca
broncodilatacién; en la fibra lisa vascular donde produce vasodilatacton y en
menor medida en los miocitos nodales cardiacos donde ejercen un efecto

cronotropico positivo.
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Los receptores o ; adrenérgicos postsindpticos se localizan en el
miocardio y sobre todo en la fibra lisa vascular. La activacién de estos
receptores, mediante la proteina G, estimula la fosfolipasa C, capaz de
producir inositol - trifosfato, v diacil - glicerol, los cuales provocan la salida
de calcio hacia el citosol, induciendo la contraccion de la fibra lisa vascular,
lo que conlleva un efecto vasoconstrictor predominante y un pequefio efecto
motrdpico positivo que no contribuye al mantenimiento de la contractilidad
miocérdica de forma habitual.

Los receptores dopaminérgicos subdivididos en dos poblaciones los
DA, y los DA,, se encuentran distribuidos principalmente en el lecho
vascular arterial mesentérico y renal, y en menor medida en el coronario y el
cerebral, y su estimulacion promueve la vasodilatacion de estos

territorios. (134 135,136,137,138,139)

5.2.1. Dopamina

La dopamina es una catecolamina endégena precursora de la
noradrenalina, agonista de los receptores dopaminérgicos ( DA; y DA, )y
de los receptores alfa y beta adrenérgicos, sus efectos son dependientes de la
dosis, asi hasta S5 microgi/kg/min. predominan los efectos sobre los

receptores dopaminérgicos y 8 - adrenérgicos, provocando vasodilatacion
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sobre todo de los territorios vasculares coronarios, renales, mesentéricos y
un efecto inotrépico positivo.  Por el contrario, dosis superiores a 10
microgr/kg/min. hacen que predominen las acciones sobre los receptores

alfa adrenérgicos, con lo que la accion principal es la vasoconstriccion.

Los efectos que una determinada dosis de dopamina tiene sobre una
persona varian mucho segin la edad y el estado fisiopatolégico de su
organismo, ya que determinan el ntimero y sensibilidad de la poblacion de
receptores adrenérgicos, asi se ha comprobado en recién nacidos prematuros
que dosis inferiores a 10 pgr / kg / min no poseen efectos inotrépicos y son

neficaces, debido a la inmadurez de los receptores.

Las principales desventajas de la dopamina a dosis inotrépicas
elevadas son la taquicardia excesiva, una mayor arritmogenicidad y un

aumento en el consumo miocardico de oXigeno. (140,141,142,143,144)

5.2.2. Dobutamina

LLa dobutamina es una catecolamina sintética resultado de Ia
modificacion del isoproterenol. Su efecto inotrépico positivo se debe a la

estimulacién directa de los receptores 3 ; adrenérgicos del miocardio, con lo

que aumenta el gasto cardiaco. Dosis superiores a 15 - 20 pgr / kg / min
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poseen efectos cronotropicos positivos y vasodilatadores moderados por

estimulacidn de los receptores 3 5.

La dobutamina es uno de los inotrépicos positivos més potentes con
escasos efectos arritmogénicos que afecta poco a la frecuencia cardiacay a
las resistencias vasculares, por eso es uno de los farmacos mas empleados

en ¢l tratamiento de los estados de insuficiencia cardiaca aguda.

Los principales problemas de la dobutamina son que aumenta el
consumo de oxigeno miocérdico que puede llegar a incrementarse en un
30% a dosis terapéuticas, con lo que el empleo de la dobutamina en
pacientes con mala reserva funcional coronaria puede ser perjudicial; y que
presenta rapidamente fenémeno de taquifilaxia, asi se ha demostrado una
desensibilizacion de los receptores f a partir de las ocho horas tras el

tratamiento en perfusién continua de dobutamina.

Ademas hay trabajos que demuestran que la dobutamina inhibe la
vasoconstriccion pulmonar hipéxica, por lo que no es un farmaco muy
aconsejable para usar en situaciones de fallo ventricular predominantemente
derecho, como ocurre en las sitiaciones de: hipertensidén pulmonar primaria
o secundaria, cor puimonale, o en multitud de cardiopatias congénitas con
disfunciéon principal del ventriculo derecho ( T. de Fallot, hipoplasia de

ventriculo derecho, estenosis pulmonares, etc...).(14s,146,147,148,149)
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5.2.3 Adrenalina

La adrenalina es una catecolamina enddgena que estimula tanto los
recepiores alfa como los beta adrenérgicos de forma equilibrada. A dosis
muy bajas ( menores de 0,075 pgr / kg / min ) predomina la estimulacion f3
sobre la estimulacion alfa, que conlleva una disminucién de resistencias
vasculares periféricas, sin embargo a dosis mayores predomina la

estimulacion sobre los receptores alfa y por fanto un efecto vasoconstrictor

ntenso.

Sus indicaciones principales son: €l tratamiento de la parada cardio-
circulatoria y del shock anafilactico. También ha sido utilizada durante
muchos afios como agente inotrépico positivo de primera linea en los
estados de bajo gasto cardiaco, hoy se reserva su uso a los estados
refractarios al tratamiento con dobutamina, que presenta menos efectos

secundarios que la adrenalina. (150,151,152,153.154)

5.2.4. Noradrenalina

Esta catecolamina endégena estimula principalmente los receptores

alfa y en menor intensidad los receptores P 1, con escasos efectos sobre los

receptores 3 ;.  Por tanto, la accién principal de esta catecolamina es
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preservar la presion de perfusion tisular de los o6rganos vitales, al
incrementar las resistencias vasculares periféricas, junto con una moderada

accion inotrépica positiva.

Su principal indicacién son los estados de circulacion hiperdinamica
con bajas resistencias periféricas, como ¢s el caso del shock séptico, donde
existe un gasto cardiaco elevado, pero no suficiente como para mantener
una presién de perfusion tisular adecuada, debido a una estado de

vasodilatacion pen'férica intensa. (155,156,157,158)

5.2.5. Otros simpaticomiméticos con efecto vasoconstrictor

Existen otras catecolaminas con efectos predominantemente
vasoconstrictores por estimulacion o,, como son la metoxamina y la
fenilefrina. Los vasoconstrictores se utilizan para restablecer la presion
arterial y preservar fundamentalmente la presion de perfusion coronaria, sin
embargo, no hay que olvidar que su uso no estd exento de importantes
complicaciones como son: el aumento brusco del retorno venoso, y de la
postcarga, favoreciendo el edema pulmonar y la disminuciéon del gasto
cardiaco; ademas se puede producir la hipoperfusion de muchos tejidos que
entraran en metabolismo anaerobio; y su utilizacién prolongada reduce

considerablemente la capacitancia del sistema vascular, con lo cual la
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aparicion de hipovolemia puede ser paralela a la supresion de los

vasoconstrictores. {159,160,161,162,163,164)

5.2.6. Simpaticomiméticos con efectos predominantemente

vasodilatadores

Dentro de este grupo podemos hablar del isoproterenol o

isoprenalina, que es una catecolamina sintética, con marcado efecto B ; y
P, por tanto con efectos inotropicos y cronotropicos positivos,

broncodilfatador, y vasodilatador pulmonar y sistémico.

Sus indicaciones principales son: el tratamiento de soporte de las
bradiarritmias sintomaticas, fundamentalmente en las alteraciones de la
conduccion auriculo - ventricular y en el trasplante cardiaco; y el

tratamiento de la hipertensién pulmonar leve o moderada.

Por el contrario, los efectos beneficiosos sobre la hipertensién
pulmonar se ven contrapuestos a su gran tendencia a producir taquiarritmias
que hace que su uso se vea limitado a dosis bajas que no incrementen en
exceso la frecuencia cardiaca. Otro problema que presenta este farmaco es
que aumenta el consumo miocardico de oxigeno, demostrandose que su

empleo en el infarto agudo de miocardio incrementa el area isquémica y el
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tamafio definitivo del infarto, por lo que su uso en estas situaciones estd

contraindicado. (65,166,167,168)

L.a Dopexamina es una nueva catecolamina sintética con potentes
efectos sobre los receptores B ,, v que también activa los receptores
dopaminérgicos. Sobre los receptores B | s6lo posee una pequefia accion
indirecta, a través de la inhibicion de la recaptacién neuronal de

catecolaminas endogenas, y no posee efectos sobre los receptores alfa.

Sus principal accién es producir vasodilatacion tanto en el territorio
sistémico como en el pulmonar, disminuyendo asi la postcarga de los
ventriculos, lo que incrementa el gasto cardiaco de forma indirecta.
También mejora la perfusion de rifiones, intestino, corazén y cerebro, sin

producir grandes incrementos en la frecuencia cardiaca.

El principal problema de este farmaco es que su efecto inotrépico
positivo es muy débil, v su uso se ve limitado a los sindromes de bajo gasto
cardiaco con buenas presiones arteriales y con resistencias vasculares
elevadas, es decir la indicacién de los vasodilatadores. Sin embargo, es un
farmaco de reciente introduccién en la clinica y habrd que esperar el
resultado de los estudios que se estan realizando para conocer mejor sus

caracteristicas terapéuticas. 169.170,171,172,173,174)



Introduccion

5.3. Inhibidores del grupo III de fosfodiesterasas de

nucledtidos ciclicos

Se bhan identificado numerosas formas moleculares de
fosfodiesterasas de nucledtidos ciclicos que se encuentran ampliamente
distribuidas en multitud de células de nuestro organismo ( miocitos
cardiacos, fibra lisa vascular y bronquial, plaquetas, hepatocitos, drganos
sexuales, etc...), no habiéndose establecido aiin cuantas isoenzimas existen

en el hombre y su localizacién exacta. (107

Beavo y colaboradores (197 han clasificado todo este grupo de enzimas
en cinco grupos principales, en funcion de una serie de caracteristicas como
ya s¢ vié con anterioridad. El grupo III de fosfodiesterasas de nucledtidos
ciclicos relinen una serie de caracteristicas comunes, como son: encontrarse
distribuidas principalmente en los miocitos cardiacos, miocitos lisos
vasculares y bronquiales, plaquetas y hepatocitos; el sustrato especifico de
este grupo de enzimas es €l AMPc, al cual degradan en un producto inactivo
que es el 5 monofosfato de adenosina, disminuyendo asi los niveles
intracelulares de AMPc.  No dependen para actuar de calcio m de
calmodulina; y son inhibidas por GMPC¢. (107,109)

Dentro de las sustancias inhibidoras de las PDE del grupo III
podemos distinguir dos grandes grupos; los inhibidores no selectivos, como
son la papaverina, la teofilina y las metilxantinas, que inhiben los cinco

grupos de enzimas PDE sin especial sensibilidad por ninguno de estos; y los
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inhibidores selectivos del grupo II, dentro de los cuales cabe destacar
clinicamente, del grupo de las biperidinas, la amrinona y la milrinona, y del

grupo de los imidazoles, la enoximona y la piroximona. (109,110

5.3.1. Inhibidores de PDE del grupo 111 biperidinicos

Amrinona

La amrinona fue el primer inhibidor selectivo de las PDE del grupo
HI que se empleo clinicamente. Con este farmaco empezaron a descubrirse
una serie de nuevas propiedades y ventajas que aportan este grupo de
farmacos frente a los simpaticomiméticos, en el tratamiento de los

sindromes de bajo gasto cardiaco.

Asi se comprobd que este farmaco produce un marcado incremento
dosis dependiente del gasto cardiaco, con una reduccién simultanea de las
presiones de llenado y de la postcarga de ambos ventricuios, y con un efecto
cronotropico positivo leve.  Todas estas caracteristicas hacen que la
amrinona tenga mejores resultados, en comparacion a las catecolaminas,

sobre ¢l consumo de oxigeno miocéardico, sobre el fallo ventricular derecho
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con presiones pulmonares elevadas y en los estados de regulacion a la baja

de los receptores simpaticomiméticos.

Por el contrario, una vida media prolongada y muy erratica, al
afectarse su metabolizacion hepatica por el status acetilador, y otros muchos
factores, una incidencia alta de trombocitopenia y ser un farmaco
relativamente inestable y sensible a la luz, junto con una potencia inotrépica
moderada, han hecho que se vea ampliamente superado por la

mllnnona-(9,10,l75,l76,l77,178,179,180)

Milrinona

Propiedades quimicas

La formula quimica de la milrinona es 1,6-dihidro-2-metil-6-0xo-
(3,4 -biperidina)-5-carbonitrilo, su formula molecular es C;; Ho N; O y

posee un peso molecular de 211,22 Kda.

La milrinona es muy soluble en medio 4acido, poco soluble en metanol
o etanol, y préacticamente insoluble en agua, cloroformo o soluciones
basicas. La esterificacion de la milrinona con el 4cido 1actico, mejora su

hidrosolubilidad, pudiéndose conseguir la dispersion del lactato de
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milrinona en medio acuoso, con un pH comprendido entre 3,2 v 4. (134,

15,16,20,21,181)

Mecanismos de accion

Los farmacos inotrépicos positivos actian incrementando la
disponibilidad de calcio citosélico para las proteinas contractiles de los
miocitos cardiacos, bien incrementando las corrientes de entrada de calcio
extracelular, o bien aumentando los depésitos de calcio intracelular del

reticulo sarcopldsmico.

Cuando se estimulan los receptores {3 - adrenérgicos se activa la

adenil ciclasa que convierte el ATP en AMPc, ¢l cual actiia como segundo
mensajero. Las corrientes de entrada de calcio al miocito cardiaco estan
moduladas por los niveles de AMPc intracelular, el cual activa las protein-
kinasas que fosforilizan las proteinas moduladoras de los canales de calcio
tipo L ( también denominados voltaje - dependientes ), produciendo un
aumento de la entrada de calcio al miocito, durante la meseta del potencial
de accion. Una vez producido el AMPc, es rapidamente destruido en §'-
adenosin monofosfato inactivo, principalmente por la PDE del grupo I1I de

nucledtidos ciclicos, aungue también por otro tipo de PDE. Por tanto, los
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efectos inotropicos positivos de la milrinona se deben a inhibir la

Cantad ] » >

La relajacion miocardica se debe a la recaptacion del calcio citosolico
durante la diastole, realizada por las bombas de calcio del reticulo
sarcoplasmico con gasto de ATP; este proceso estdi mediado por el
fosfolambano que se activa por el AMPc. Asi, se ha podido comprobar
como la milrinona acelera el proceso de relajacion diastélica ventricular, al

incrementar la dlSpQIllbllldad intracelular de AMPe. (182,183,184.185,186,187,188 189,

190,191)

En ia fibra lisa vascular el AMPc¢ activa una protein - kinasa AMPc
dependiente, la cual activa las bombas de calcio del reticulo sarcopldsmico,
encargadas de la recaptacion del calcio citosolico, y producir asi la
relajacién de la fibra lisa vascular. Asi pues, la milrinona posee efectos

vasodilatadores directos sobre todos los territorios vasculares arteriales y

7777777

La mirinona produce broncodilatacion por relajacion de la fibra lisa
bronquial al incrementar los niveles intracelulares de AMPc, que de forma
similar media en la recaptacién del calcio citosélico por parte del sarcolema,

disminuyendo la disponibilidad de calcio libre intracelular. ;93 104

La milrinona también inhibe la degradacion de AMPc en las

plaquetas, lo que modifica en estudios in vitro, los cambios de morfologia y
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agregacion plaquetaria, y Ia sintesis de tromboxano A ,, lo gue confiere a
este farmaco una accion antiagregante en los estudios experimentales, no
conociéndose bien su repercusion clinica real a las dosis utilizadas como
inotropico, existiendo algunos estudios clinicos que afirman que la
milrinona no causa cambios importanies en el nimero o funcién

plaquetaria. ;95 196,197,198,199)

También se estan estudiando los efectos de la milrinona sobre el
sistema inmune, habiéndose demostrado que este farmaco es capaz de
inhibir la liberacién del factor de necrosis tumoral y de la interleukina 1 de

mactofagos peritoneales de gato. (00201 202203

Farmacocinética

Los estudios farmacocinéticos realizados con el lactato de milrinona
en voluntarios sanos, y en pacientes con insuficiencia cardiaca cronica,
muestran un modelo de distribucion bicompartimental, sin embargo estudios
recientes en pacientes tras cirugia cardiaca demuestran que un modelo
tricompartimental se ajusta mejor al modelo farmacocinético de la

milrinona. (3 33 3435
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Tras la inyeccion de la dosis inicial del lactato de milrinona, se
alcanzan concentraciones pico similares entre pacientes sanos y en
insuficiencia cardiaca, siendo estas concentraciones séricas directamente
propotcionales a la magnitud de la dosis inicial. Asi cinco minutos después
de la administracion de una dosis de lactato de milrinona de 12,4 y 75 pgr /
kg, en pacientes con insuficiencia cardiaca grado funcional II y IV de la
clasificacion de la N.Y.H.A., se obtuvieron concentraciones pico de 80 y

450 ng / Il‘ll, respectivamente. (32,33,34,35,36,37,204)

La curva dosis - respuesta que relaciona la concentracién plasmatica
de la milrinona y el porcentaje de incremento del indice cardiaco es
sigmoidea, con una concentracién de la milrinona asociada al 50 % de
incremento del indice cardiaco { E.D. 5o ) igual a 167 ng / ml, y con un
margen terapéutico de 100 - 235 ng / ml, con el 95 % de limite de

conftanza para la E.D.so. (21.22,2324,2526.272829)

El porcentaje de unién a las proteinas plasmaticas en el hombre es de
un 70 %. Existen discrepancias entre los distinios trabajos sobre la mayoria
de los parametros farmacocinéticos, fundamentalmente debidas a que se
realizan sobre pacientes en condiciones fisiopatologicas diferentes, con
pautas de dosificacion, y con modelos compartimentales distintos.  Asi se
han descrito volimenes de distribucion desde 0,32 a 0,47 1 / kg, y mas
recientemente en pacientes tras cirugia cardiaca, un volumen del

compartimento central de 0,102 1 / kg, v un volumen de distribuciéon de

1,698 1/ kg. 3132,33.34.3536,37.205)
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Solo sufre biotrasformacion hepdtica una pequeiia fraccion del
farmaco, entre un 10 - 15 %, transformandose en un metabolito glucurénido
inactivo.  El resto del farmaco se elimina sin metabolizar por el rifién, asi
en sujetos sanos el 60 % del farmaco se ha eliminado por orina en la dos
primeras horas, Ilegando al 85 - 90 % en las ocho primeras horas de su
administracion. La tasa de aclaramiento plasmatico del farmaco varia entre
0,334 1 / kg / h en sujetos sanos, 0,150 1 / kg / h en pacientes con
insuficiencia cardiaca severa, y 0,188 1 / kg / h en pacientes tras cirugia
cardiaca. Sin embargo, en cualquiera de estos casos excede a la tasa de

filtrado glomerular lo que sugiere que existe un componente de secrecion

:::::::::::

Los estados patologicos que més influyen sobre la farmacocinética de
la milrinona son: los estados de insuficiencia cardiaca severa grado
funcional HI - IV, de la clasificacion de la N.Y.H.A., en los cuales la vida
media plasmatica se prolonga de 0,63 horas en personas sanas, a 1,7 - 2,6
horas, de forma que el tiempo de eliminacién se duplica o triplica.
También se ve muy prolongada la vida media de eliminacién del farmaco en
los estados de insuficiencia renal, debiendo ser ajustada la dosis de

perfusion del farmaco en situaciones de aclaramiento de creatinina

99999
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Farmacodinamia
Efectos hemodinamicos

Existen muchos estudios clinicos dedicados a investigar los efectos
hemodinamicos de la milrinona, uno de ellos de obligada referencia es el de
Anderson y colaboradores (2)y, en el que examinaba los efectos de diferentes
dosis de la milrinona en 189 pacientes con insuficiencia cardiaca clase
funcional II - 1V, de la N.Y.H.A., y un indice cardiaco menor o igual a 2,5 |
/min. / m*, o una presién capilar pulmonar igual o superior a 15 mm Hg,
Pudiendo comprobar en estos pacientes como el gasto cardiaco se
incrementaba entre un 33 - 56 % de media de forma proporcional a las dosis
empleadas, igualmente ¢l volumen latido se incrementaba en un 33 - 54 %,
por el contrario, la presién capilar pulmonar y las resistencias vasculares
sistémicas se reducian un 24 - 33 % y un 15 - 31 %, respectivamente. La
presion arterial disminuia ievemente entre un 2-16 % segin la dosis, sin
cambios significativos en la frecuencia cardiaca, que oscilaba entre - 9 % y
+ 9 % respecto de la frecuencia cardiaca basal. En estos trabajos el 99% de
los pacientes tuvieron un mejoria hemodinamica, considerando como tal un
incremento del gasto cardiaco o una disminucidon de la presion capilar

pulmonar igual o superior al 20 % de su valor basal.y))

Estudios posteriores han evaluado distintas pautas terapéuticas de
dosificacion, considerandose la mas adecuada, en la mayoria de Ias

ocasiones, la administracion de una dosis inicial de S50 pgr / kg en diez
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minutos, seguido de una perfusion continua de 50 pgr / kg / min., existiendo

una tendencia cada vez mayor en los altimos afios a reducir la dosis inicial e

incrementar la dosis de perfusién continua. s 32 33 34 3536.37,181)

Los efectos de la milrinona sobre la funcién diastélica miocéardica han
stdo evaluados en 17 pacientes con clase funcional II - IV de la N.Y.H.A_,
en los que se ha demostrado que la milrinona incrementa la fraccion dp / dt,
acorta la constante de tiempo de relajacion, e incrementa el volumen
maximo de llenado sin incrementar la presion telediastélica del ventriculo
izquierdo. Todos estos datos sugieren que la milrinona tiene clinicamente
un efecto positivo sobre la relajacion ventricular, mejorando la
distensibilidad ventricular, aumentando Io que se ha venido a denominar el

lusitropismo de ambos ventriculos. (11,12,126,185,206 207

Varios estudios analizan los efectos de la milrinona sobre el consumo
de oxigeno miocardico, en comparacion con otros farmacos, asi en 11
pacientes con insuficiencia cardiaca avanzada, la milrinona no incrementaba
el consumo de oxigeno miocardico, por el contrario si lo hacia la

dobutamina. (35,36,37,208)

Similares resultados se obtuvieron en un estudio comparativo entre la
milrinona, el nitroprusiato sédico y la dobutamina, demostrando que sélo la
dobutamina incrementaba el consumo de oxigeno miocardico. Se piensa
que la milrinona no incrementa ¢l consumo de oxigeno miocéardico porque

reduce la postcarga de ambos ventriculos, lo que sumado a una mayor
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relajacion ventricular, disminuye la tension de las paredes ventriculares, no
sabiéndose bien si también influye en este efecto la vasodilatacion coronaria
que la milrinona posee, y que ain no ha sido bien estudiada en el

hombre. (209)

Los efectos vasodilatadores de la milrinona siempre han sido
estudiados en un segundo plano, e incluso se presentaron inicialmente como
efectos colaterales o adversos, proponiéndose inicialmente este farmaco
como un potente inotrépico positivo que a dosis elevadas podia producir
hipotensién. Conforme se han ido estudiando mejor los efectos clinicos de
la milrinona, su papel vasodilatador ha ido cobrando importancia e interés
terapéutico, de tal forma que muchos autores hablan de este farmaco como
un inodilatador con efectos positivos sobre la contractilidad miocardica, ya
que los principales beneficios terapéuticos de este farmaco frente al resto de
agentes inotropicos, son debidos a sus efectos vasodilatadores arteriales

sistémicos, pulmonares, coronarios y venosos.

Los efectos vasodilatadores de la milrinona estan siendo estudiados en
los uGltimos afios con mas interés, existiendo muy pocos estudios
comparativos que nos indiquen la potencia vasodilatadora de la milrinona
entre los diferentes territorios vasculares € incluso con resultados no muy

homogéneos entre si. 2223 24.252627,28,29,31,32,33,34,35,36,37,181,210.211 212,213 214,215)
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Efectos secundarios

Cuando se nicio¢ el ensayo clinico, donde se evaluaba el tratamiento
cronico de los estados de insuficiencia cardiaca, con clase funcional [II-IV
de la N.Y .H.A., con la milrinona oral, se vié que la milrinona incrementaba
significativamente la mortalidad frente al grupo placebo, por lo que se
suspendio el ensayo y no se autorizé su uso para esta indicaciéon. Por ello
actualmente la milrinona ha quedado solo autorizada para su uso por via
infravenosa, en unidades de cuidados criticos, con monitorizacion continua

hemodindmica y durante periodos cortos de tiempo. (2)¢)

Este incremento en la mortalidad con ¢l tratamiento crénico oral con
la milrinona, se achacd sin existir ninguna evidencia de ello a sus posibles
efectos arritmogénicos. Sin embargo, los estudios electrofisiolégicos
realizados en personas sanas y con insuficiencia cardiaca severa durante
administraciones intravenosas de la milrinona, de menos de 24 horas de
duracion, no han demostrado alteraciones significativas en ninguno de los
parametros electrofisiologicos, sélo un pequefio enlentecimienio en la
conduccién maxima 1:1  auriculo-ventricular, sin  significado

clinico.(151,190,217)

Por otro lado, existen muchos estudios clinicos que nos indican un
incremento en la incidencia de latidos ventriculares prematuros y de
taquicardias ventriculares, que es comparable al que se produce con el

tratamiento con la dobutamina. El problema fundamental en todos estos
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pacientes es poder diferenciar entre los efectos proarritmogénicos
ventriculares de la milrinona y los debidos a la enfermedad de base del

enfermo. (13),190.217.218)

Si la administracion de la milrinona se hace en pacientes con gasto
cardiaco disminuido, resistencias vasculares elevadas y con presiones de
llenado ventriculares elevadas, el efecto vasodilatador de la milrinona sera
beneficioso y terapéutico, no produciéndose episodios de hipotension en
mas del 1 - 2 % de los pacientes. Por el contrario, aparecera
frecuentemente hipotension, que fue el efecto secundario mas temido

nicialmente, si no se dan todos estos requisitos.

La miirinona no tiene efecto cronotropico positivo directo sobre el
corazén, sino que los episodios de taquicardia que puede producir son
reflejos, como consecuencia de sus efectos sobre la presion arterial, por
tanto si no se producen hipotensiones, no se producirdn cambios

significativos en la frecuencia cardiaca. ;132,33 34353637)

La incidencia de otros efectos secundarios en el tratamiento con la
milrinona es muy baja ( 0,4 - 2 % ), lo que hace que en los trabajos con
series pequefias de pacientes ni siquiera estén presentes, dentro de estos
efectos secundarios podemos destacar: el dolor precordial en el 1%, cefaleas
en el 3 %, hipokaliemia en ef 0,6 %, temblores en el 04 % y

trombocitopenias enel 0.4 %. {21,34,181,213216)
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Los efectos de la milrinona sobre la funcion plaguetaria han sido
estudiados con mas detalle en los ultimos afios, con resultados algo
contradictorios, por un lado los resultados in vitro, demuestran una acciéon
antiagregante de la milrinona, mediante la inhibiciéon de Ia sintesis de
tromboxano A ;, y por otro lado los estudios clinicos consideran que estos

hailazgos no tienen relevancia clinica. (195,196.197198,199)

5.3.2. Inhibidores de PDE del grupo 111 imidazdlicos

Enoximona

Este derivado imidazélico es un inhibidor selectivo del grupo IH de
fosfodiesterasas, que posee efectos inotropicos y lusitrdpicos positivos, y
vasodilatadores arteriales. Sus caracteristicas farmacocinéticas principales
son: que se biotransforma en el higado por sulfoxidacién en un compuesto
metabdlicamente activo, aunque menos potente; y presenta una vida media
de eliminaciéon muy prolongada, de 3 a 8,1 horas para la enoximona y de 6 a

11 horas para su metabolite activo. (1¢219.220.221,222)

Existe poca experiencia mundial en su manejo clinico ya que en

muchos paises todavia no ha sido aprobada su comercializacion.  Los
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estudios clinicos de Boldt y colaboradores, concluyen que el uso de
enoximona antes de la separacion de la circulacion extracorpérea en cirugia
cardiaca, mejora el gasto cardiaco y reduce las necesidades de

catecolaminas. (33,

Vincent y colaboradores han estudiado, en pacientes con insuficiencia
cardiaca severa, y ftratamiento catecolaminico, los efectos de Ia
administracion de una dosis (nica de enoximona. Estos estudios tuvieron
como resultado que la enoximona incrementa significativamente el gasto
cardiaco y ¢l indice de trabajo ventricular izquierdo, sin grandes cambios en
la presion arterial o frecuencia cardiaca. Se necesitan ain muchos mads

estudios clinicos para definir bien las caracteristicas de este farmaco. 224

Piroximona

Es un derivado de la enoximona que ain se¢ encuentra en fase de
estudio, por lo que no disponemos por el momento del numero suficiente de
estudios clinicos, que nos muestren las principales caracteristicas de este
farmaco. En los estudios preliminares, se presenta como un derivado de la
enoximona con una vida media de eliminacion mas corta { 1,5 horas ), con
lo cual el ajuste de dosificacion terapéutica seria mas facil que con la

£noximona y con una potencia inotropica mayor. 225 226227228 .229)



63

Introduccion

Existen en la actualidad multitud de inhibidores del grupo Il de
fosfodiesterasas en fase de estudio, lo que indica el interés despertado en la
industria farmacéutica por esta familia de firmacos, con propiedades muy
diferentes y con posibilidades terapéuticas muy amplias { Tabla V ). Se
estan desarrollando lineas de investigacion para conseguir inhibidores
selectivos de los otros grupos de fosfodiesterasas, € incluso farmacos con
. capacidad de inhibir dos familias de fosfodiesterasas, con ¢l fin de (ratar
enfermedades tan diferentes como al asma bronquwial, ia hipertrofia
prostatica benigna, o la hipertensién pulmonar.1ss 194230231,232.233.234 235236,

237.238)
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TABLA V. Nuevos inhibidores del grupo III de fosfodiesterasas.

Imazodan.

Sulmazole.

Isomazole.

Vesnarinona.

Saterinona, y sus enentiomeros

Pimobendan, y su metabolito activo UD-CG 212.
WIN-58993.

WIN-62005.

WIN-62582.

WIN-63291.

NSP-804.

NSP-805.

TZC-5665, y su metabolito activo el M 2.

Z8Y - 27

ORG-30029.

ORG-20241.

R-80122.

Compuesto 2 f.

Thiazolo(4,5-b)-pyridin-2(3H).
Imidazo(4,5-b)-pyridin-2(3H)
5-cyano-1,6dihydro-6-0x0~(2,3 4-pyridyl)-3-pyridinacarboxilatos.
5-amino-6-cyano-1,3-dimethyl-1,2,3,4-tetrahydropyrido(2,3 )pyrimidina.

etcétera.
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1. Planteamiento

La milrinona es un farmaco inotrdpico positivo y vasodilatador,
inhibdor selectivo del grupo I de fosfodiesterasas, cuyo mecanismo de

accion es inhibir la degradacion de AMPc, de tal forma que incrementa los

ssssss

En 1983, comienzan a ser publicados los primeros trabajos sobre este
fArmaco, centrandose los estudios en afios sucesivos solo en su efecto
inotrépico positivo para ¢l tratamiento a largo plazo de la insuficiencia
cardiaca cronica severa ( grado funcional IIl y TV de la N.Y.H.A. ) (13,1415,
1617 Asi, sin haberse realizado suficientes investigaciones sobre el efecto
vasodilatador de la milrinona, que por entonces se presentaba, incluso, como
un posible efecto colateral del farmaco. Se realiza, ya en 1986, un estudio
prospectivo multicéntrico de supervivencia, de tratamiento oral con Ia
milrinona, el estudio PROMISE, que demostré que la milrinona aumentaba
la mortalidad frente al grupo tratado con placebo; este estudio hizo que Ia
F.D.A. ( Food and Drug Association ) prohibiese el empleo de la milrinona

por via oral para el tratamiento croénico de la insuficiencia cardiaca. (256

Desde entonces la milrinona cayé en un gran desprestigio
internacional, y para contrarrestrar el efecto negativo del estudio PROMISE,
se empezaron a realizar trabajos experimentales serios, y mucho mas

numerosos, que comenzaron a mostrar posibles novedades terapéuticas de
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este farmaco, precisamente al estudiar sus efectos vasodilatadores. (20212223,

24,2526 27)

En 1991, se autoriza el empleo de la milrinona por via intravenosa,
para el tratamiento de la insuficiencia cardiaca aguda o cronica reagudizada,
durante un periodo de tiempo inferior a quince dias, y bajo monitorizacién
hemodindmica estricta.  Con su utilizacién en la clinica, en seguida
comenzaron a observarse beneficios terapéuticos en determinadas
circunstancias especificas. Una de ellas son las situaciones de bajo gasto
agudo, en las que ademas nos enfrentamos a una hipertensién pulmonar
reagudizada, sitbacion frecuente en ¢l manejo postoperatorio de cirugia
cardiovascular y toracica, donde la milrinona presentaba un beneficio
adicional frente a la terapéutica inotrépica simpaticomimética convencional,
muy problablemente por sus efectos vasodilatadores adicionales, que han

comenzado a estudiarse en los ultimos afios. (31 32 33,3435 36,37,181)

Por tanto, consideramos interesante conocer mas detalladamente los
efectos vasodilatadores de la milrinona, sobre todo en el territorio artenal
pulmonar, comparandolos con los del sistémico, para buscar posibles
diferencias entre ambos territorios, bien en el mecanismo de accién del
farmaco, estudiando el papel del endotelio y del 6xido nitrico, o bien en ia
potencia vasodilatadora del farmaco, ya que si la milrinona presenta alguna
selectividad vasodilatadora, aunque parcial, sobre el sistema pulmonar,

podria justificar el beneficio que este farmaco parece aportar en los
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pacientes con fallo ventricular predominantemente derecho, en situacién de

bajo gasto cardiaco ¢ hipertensiéon pulmonar reagudizada.

2. Enumeracion de objetivos

Por toda esta seric de razones, inictamos este frabajo, en el que
llevamos a cabo el estudio de los efectos vasculares de la milrinona sobre
anillos arteriales pulmonares y femorales de conejos Gigante Espaitiol sanos,
de ambos sexos, con la técnica de registro isométrico de segmentos
vasculares aislados, investigando el papel del endotelio y del 6xido nitrico
sobre los efectos vasculares de la milrinona, planteandonos los siguientes

objetivos:

1. Estudiar la respuesta vascular a la milrinona de segmentos
arteriales pulmonares y femorales aislados, con endotelio integro,

estudiando posibles diferencias, por el sexo de los animales.

2. Estudiar posibles variaciones en los efectos vasculares de la
milrinona, sobre anillos arteriales pulmonares y femorales, al retirar

el endotelio.
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3. Valorar los efectos de la milrinona, en segmentos arteriales pulmo-
nares y femorales con endotelio integro, al inhibir selectivamente la

sintesis de 6xido nitrico con un anélogo de la L-arginina, el L-NA.

4. Comparar los efectos obtenidos con la milrinona en el territorio
vascular pulmonar, con los obtenidos en las arterias femorales, con
endotelio integro, sin endotelio, ¢ inhibiendo selectivamente la

sintesis de O6xido nitrico, con L - NA.
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1. MATERIAL

1.1. Animales

Los estudios experimentales se llevaron a cabo en segmentos
vasculares de arterias femorales y pulmonares de 29 conejos jovenes sanos,
de ambos sexos, y 1,2 - 1,5 kgr de peso, pertenecientes a la raza Gigante
Espaifiol, capa oscura. Los anmimales fueron summnistrados por el
Departamento de Producciéon Animal de la Facultad de Veterinaria,
Universidad Complutense de Madrid, Ciudad Universitaria s / n, Madrid.
Los conejos fueron alimentados con una dieta estandar, en el animalario del
Departamento de Fisiologia de la la Facultad de Veterinana de la U.C.M,

donde permanecieron hasta el momento de ser sacrificados.

No se iniciaron los experimentos hasta transcurridos 7 dias desde su
traslado desde el Departamento de Produccion Animal al Departamento de
Fisiologia, para evitar posibles alteraciones por el cambio de hdbitat. Los
animales se sacrificaban siempre el mismo dia de la semana, en semanas
sucesivas, mediante la inyeccion intraperitoneal de pentobarbital sodico
{100 mg / kgr de peso), siguiendo las directrices internacionales acerca de

las Buenas Formas y Conducta en Experimentacién Animal.

A continuacion se procedia a la diseccién de ambas arterias
femorales, y de ambas arterias pulmonares principales. Estas arterias se
depositaban rapidamente en placas de Petri sobre hielo, bafiadas en suero
salino al 0,9 % a 4 ° C. Dentro de la placa, ayudados de una lente binocular
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Zeiss Stemi SR, equipada de un ocular provisto de escala micrométrica, y
de instrumental de microcirugia, se limpiaba cuidadosamente las arterias de
la grasa perivascular y adventicia, y se cortaban en segmentos cilindricos de
3 mm de longitud. Los segmentos arteriales asi obtenidos estaban listos

para su estudio funcional.

1.2. Sistemas de registro

Disponiamos de un poligrafo GRASS modelo 7, de seis canales,
conectado a 6 transductores fuerza - desplazamiento GRASS FT03. Este
poligrafo permite imprnimir, en papel milimetrado, la tensién que se esta
produciendo en el transductor, en relacién al tiempo, disponiendo de
diferentes velocidades de salida del papel, comprendidas entre 2,5 mm/min.,
y 100 mm/min..

También utilizabamos simultineamente un amplificador CIBERTEC
XL.-3000, de seis canales, conectado a otros tantos transductores, (Universal
Transducing Cell UC3, Statham microscale accesory ULS5), conectado todo
ello a un sistema informatizado de registro, con un ordenador IBM 486,
DX-100, con el soporte de software del programa REG x PC 3.1, que
permite la visualizacion continua del registro, a través de la pantalla del

ordenador, almacenando todos los datos en la memoria del ordenador, no
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necesitando papei milimetrado para el registro, aunque dispone de la opcién
de transferir el registro de la pantalla a papel mediante impresora. Ademas,
permite una serie de opciones, que facilitan el procesamiento posterior de

los datos, asi como su interpretacion grafica.

1.3. Reactivos, productos guimicos, y fairmacos utilizados

Como liguido nutricio para el bafio de 6rganos se empled la solucién
de Krebs-Henseleit, cuya composicion es la siguiente: CiNa, 115mM; CIk,
4,6 mM; PO, H;K, 1,2 mM; SO, Mg, 1,2 mM; Cl, Ca, 2,5 mM; CO4 HNa,
25mM; glucosa, 11,1 mM y EDTA H; Na, , 0,01 mM. Se preparaba
diariamente, antes de iniciar los experimentos, con agua bidestilada y
desionizada, a la que se le afiadia todas estas sustancias, salvo el Cl, Ca que
se afiadia al final, transcurridos 20 minutos de mezclar el resto de
componentes, burbujeandolo con carboégeno (95 % O,y 5 % de C O,),
para evitar que el calcio precipite, y asi esté en la concentracion adecuada.
Todas estas sustancias procedian de la casa comercial Merck, vy eran de la

maxima pureza, siendo pesadas en balanzas de aita precision.

Como sustancias vasoconstrictoras se emple¢ Clk (Merck), bitartrato
de L - noradrenalina (Sigma), y clorhidrato de fenilefrina (Sigma). Las

soluciones de estas sustancias se realizaban diariamente en agua bidestilada
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y desionizada, y ademas, la solucion de noradrenalina, se mantenia
constantemente en hielo, se protegia de la luz y con el fin de prevenir su

oxidacion, afiadiamos acido ascorbico (10 ~*M).

Para estudiar los efectos agonistas simpaticomiméticos de estos
vasoconstrictores, de forma selectiva, separando las acciones sobre los
receptores o , 0L, , v [} adrenérgicos, utilizamos antagonistas selectivos de
estos receptores. Como antagonista de los receptores B, se utilizé
clorhidrato de propranolo! ( Sumial, ICI - Farma ), como antagonista de los
receptores @,;, se empled clorhidrato de prazosin ( Pfizer ), y como

antagonista de los receptores o, €l clorhidrato de yohimbina ( Sigma ).

La desaparicion del endotelio de los segmentos wvasculares
desendotelizados era comprobada funcionalmente, mediante el empleo de
acetilcolina clorhidrato (Sigma), y de trifosfato de adenosina (ATP)
(Sigma). El ATP era disuelto, justo antes de su uso, en agua bidestilada y
desionizada fria, a 4°C, la solucién madre se mantenia en hielo conforme se
iba afiadiendo en las copas, y se despreciaba lo que quedase de solucidén

madre, una vez administrado en la tltima copa.

Para estudiar los efectos del 6xido nitrico ( NO ), en la vasodilatacién
producida por la milrinona, se empled como inhibidor de la sintesis de
oxido nitrico, Ja N© - nitro - L - arginina ( L - NA ) ( Sigma ), y como
agonista de la sintesis de NO, se emple6 la L - arginina ( Sigma ).
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La milrinona se empled pura, en forma de polvo, cedida amablemente
por ¢! Departamento de Farmacologia de la Facultad de Medicina de la
Universidad Complutense de Madrid (Sigma), y en forma de lactato de
milrinona (Sterling - Winthrop). La milrinona en polvo se disolvi6é en agua
bidestilada y desionizada, acidificando la solucion con ClH, hasta conseguir
una mezcla homogénea, cuando se alcanza uwn pH de 2, con una
concentracion de la solucién madre de 2 mg/ml. El lactato de milrinona
viene disuelto por Sterling - Winthrop, en solucidén acuosa, a una
concentracion de 1 mg/ml, junto con dextrosa a una concentracion de 4,7

gr/ml, y dcido lactico, hasta conseguir un pH de la solucién de 4.

Las soluciones de farmacos se administraron con micropipetas de
precision ( Brand ), no sobrepasando, en ningiin caso, el volumen afiadido,

el 0,5 % del volumen inicial de la copa.



81

Material y Método

2. METODO

2.1. Procedimiento experimental

Los segmentos arteriales femorales y pulmonares se montaron, en un
sistema para el registro de la respuesta isométrica contractil, en bafios de
Organos aislados. La preparacion experimental se consigue al introducir
por la luz de los segmentos vasculares, dos alambres finos y rigidos de acero
inoxidable de 50 pm de diametro cada uno. Esta delicada insercion se debe
realizar bajo vision directa con lupa binocular, y con gran delicadeza para
evitar dafiar involuntariamente el endotelio de los segmentos vasculares que

queremos estudiar con endotelio integro.

Uno de los alambres acerados est4d unido a un soporte fijo que a su
vez se fija a la pared del bafio de 6rganos; y el otro alambre, introducido por
la luz del segmento vascular, es mdvil y se desplaza paralelamente al
anterior y va conectado a un transductor fuerza - desplazamiento (Universal
Transducing Cell UC3, Statham microscale accesory ULS5; y GRASS FT03)

que convierte los cambios de tensién en estimulos eléctricos de bajo voltaje.

Tras su montaje, las preparaciones se introducen en copas de Allhin
modificadas que contienen 30 ml de solucion de Krebs-Henseleit; esta
solucion se mantiene a una temperatura constante de 37 ° C, gracias a un

serpentin que bafia las paredes de las copas de Allhin. Estas copas poseen
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como caracteristica principal una doble pared de vidrio, la cual forma parte
de un circuito cerrado que conecta las diferentes copas entre si, y por cuyo
interior circula agua caliente a una temperatura constante en todo su
recorrido, por un dispositivo que consta de una bomba, una resistencia y un

termostato programable ( Ultra Thermostat Ks Colora ).

Con ¢l doble fin de mantener oxigenada esta solucion y equilibrarla
enun pH de 7,3 y 7,4, la solucion es constantemente burbujeada a través de
una fina canula, en la parte inferior de la copa, con carbdgeno que es una
mezcla gaseosa de 95 % de Oy, y 5 % de CO, ( Sociedad Espafiola de
Oxigeno. S.A. ). El pH de la solucién se comprueba antes de comenzar
cualquier experimento, con un pH - metro de laboratorio, modelo 2001 de

Crison.

Ademas, las copas de Allhin modificadas disponen de un sistema de
lavado de las preparaciones, por cuya parte inferior se puede eliminar el
liquido de la copa, y por su parte superior se puede afiadir la solucién o
farmaco deseado. También disponen de un tornillo micrométrico unido al
transductor de fuerza, que permite aplicar al segmento vascular la fuerza de
distension pasiva deseada, separando los dos alambres, y al mismo tiempo

permite medir el desplazamiento del alambre moévil.

Disponiamos de dos equipos completos de registro y estudio, con seis
canales cada uno, que hacian un total de doce canales con sus respectivas

copas de bafio de drganos, con lo cual prepardbamos doce segmentos



Material y Método

vasculares por cada animal sacrificado, con lo que optimizdbamos al
maximo las arterias femorales y pulmonares de los conejos, como
recomiendan las directrices internacionales acerca de las Buenas Formas y

Conducta en Experimentacion Animal.

Ademas al disponer de seis canales en cada equipo pudimos eliminar
sesgos de individualidad animal, asi como de las caracteristicas de los
aparatos, montando siempre tres segmentos vasculares femorales y tres
segmentos pulmonares en cada equipo, y siempre el mismo nimero de
segmentos vasculares tratados con uno u otro farmaco, en cada equipo.
Para evitar también sesgos por el canal de registro, no se colocaban siempre
en un mismo orden los segmentos pulmonares y los femorales, alternando en
dias sucesivos el orden de distribucion de los vasos en las copas de baifio de

organos.

Para preparar los segmentos arteriales sin endotelio, antes de montar-
los en los alambres, se les pasa por el interior de su luz, un alambre de acero
inoxidable de 200 um, y superficie suavemente rugosa que desprende la
capa endotelial de los vasos sin dafiar la capa muscular, al hacer girar sobre

su superficie los segmentos vasculares insertados en dicho instrumento.

La desaparicion del endotelio se comprobaba funcionalmente,
mediante el registro de los efectos vasodilatadores de la acetilcolina, a la
concentraciéon en bafio de 10° M, en las arterias femorales, y mediante el

registro de los efectos vasodilatadores del ATP, en las arterias pulmonares, a
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la concentracion en bafio de 10”° M, estas sustancias provocan relajacion
completa de los segmentos vasculares, previamente contraidos con un
agente vasoconstrictor estable, en presencia de endotelio funcionante,
porque estimulan la produccion y liberacién de NO endotelial que relaja la
fibra lisa vascular. Esta prueba funcional es mas importante que el estudio
morfolégico de los segmentos vasculares, ya que nos muestra si existe
endotelio, y a la vez si este se encuentra fisiolégicamente en buenas

condiciones, o por el contrario si ha sido dafiado durante su preparacion.

Se consideraron arterias sin endotelio, aquellas que habian sido
previamente desendotelizadas, y no se relajaban mas de un 20 % tras la
administraciéon de ATP o de acetilcolina. Por el contrario, se consideraron
arterias con endotelio integro aquellas en las que no se habia
desendotelizado su superficie luminal, v se relajaban mas del 80 % , tras la
admunistracion de ATP o de acetilcolina.

Utilizando esta técnica de bafio de 6rganos se determiné, en primer
lugar la tension basal de trabajo y la respuesta isométrica de las arterias
femorales y pulmonares de conejo, a distintas sustancias vasoconstrictoras,
determinando seguidamente las curvas dosis-respuesta de la milrinona, en
ambos territorios vasculares.  Posteriormente, se analizé el papel del
endotelio y del oxido nitrico, conjuntamente y por separado, en la respuesta
vasodilatadora de la milrinona, en los territorios vasculares pulmonar y

femoral de conejos.
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Un esquema simplificado de los equipos de registro utilizados en la

realizacion de nuestro trabajo se muestra en la Figura 1.

2.2. Tension basal

Antes de proceder al andlisis de la respuesta arterial a los estimulos
vasoactivos en una serie de experimentos, se determind previamente la
tensién basal de respuesta vascular.  Para ¢llo se analizé la respuesta
vascular producida por el cloruro potasico ( Clk ) { 50 mM ), después de
exponer las arterias a distintas tensiones pasivas. La tension pasiva a la que
se obtuvo la maxima respuesta fue considerada como Ia tension optima de

respuesta vascular.

A veinticuatro segmentos arteriales pulmonares y otros veinticuatro
femorales, todos ellos con endotelio, procedentes de cuatro conejos, dos ma-
chos y dos hembras, se les aplicaron tensiones pasivas de 100, 300, 600,
1000, 1300, 1600 y 2000 mg, en secuencias elegidas al azar y en cada ten-
sion se registro la respuesta vascular al Clk. Para aplicar la tension pasiva
deseada, los segmentos eran distendidos separando los dos alambres, me-

diante el desplazamiento del tornillo micrométrico.
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Figura 1. Representacion esquematica de! modelo experimental

utilizado para el registro de la tension 1sométrica a 37 ° C.
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Cuando los segmentos arteriales eran distendidos se producia un
aumento inmediato de la tensién pasiva, seguido de una relajacion, v la
tension se reajustaba al valor deseado, distendiendo repetidamente los
segmentos hasta que se equilibraba en la tension buscada.  Una vez
equilibradas, las arterias se activaban con Clk que se afiadia al bafio para
alcanzar una concentractéon de 50 mM, y se media la contraccion en el

punto maximo.

En estos estudios preliminares, se encontré que la tension pasiva, en
la que se obtuvo la respuesta méxima, estaba comprendida entre 1300 -
1600 mg, tanto para las arterias femorales, como para las pulmonares, por lo
que se considerd como tension basal de trabajo 1500 mg. Por ello, los
estudios de la respuesta a los estimulos vasoconsirictores, se llevaron a cabo
en las arterias previamente distendidas, y estabilizadas en 1500 mg de
tension pasiva, precisando los segmentos arteriales pulmonares un tiempo de
estabilizacion mayor para conseguir la tension basal, que los segmentos
femorales, asi las arterias femorales se estabilizaban en 50 - 70 minutos,
mientras las arterias pulmonares necesitaban mads tiempo, entre 100 y 120

minutos.
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2.3. Disefios experimentales

Los anillos vasculares una vez estabilizados en la tensién 6ptima de
trabajo, durante al menos sesenta minutos, para las arterias femorales, y 120
minufos para las pulmonares, sin cambios de tensidn, se les sometia
micialmente a un estimulo vasoconstrictor con Clk, para estudiar la
contractilidad del misculo liso vascular, ante una despolarizacion directa de
la membrana muscular, y asi se comprobd, la capacidad funcional de las
fibras musculares lisas, registrando su respuesta contrictii a una
concentracion submaxima de Clk de 50 mM.

Esta concentracién subméxima fue determinada en experimentos
preliminares, en los que realizamos curvas dosis-respuesta al Clk a distintas
concentraciones ( 10, 20, 30, 50 y 100 mM ), en arterias femorales y
pulmonares, con y sin endotelio. El Clk se afiadia de forma acumulativa al
bafio para alcanzar las diferentes concentraciones deseadas, y se media a

continuacién el punto de maxima respuesta.

Con esta contraccion se comprobaba la integridad, y funcionalidad de
la capa media vascular, ya que si alguna preparacién no alcanzaba una
confraccion submaxima, es que habiamos destruido las fibras musculares
vasculares, en algin momento de la preparacion, y esa preparacion era
retirada de estudio, y se sustituia por otra nueva.  Posteriormente, las

preparaciones eran lavadas con solucion de Krebs-Henseleit a 37 ° C de
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temperatura, libre de farmaco agonista, repetidas veces, hasta conseguir, una

vez mas la estabilizacion de la preparacion, en la tension basal.

Para estudiar el papel del endotelio, en la respuesta vascular de la
milrinona, se prepararon segmentos arteriales femorales y pulmonares
desendotelizados, con la técnica anteriormente comentada. Para comprobar
funcionalmente la integridad o no del endotelio, se administraba al bafio,
fenilefrina ( 10° M ), y una vez que se alcanzaba una contraccién estable, se
administraba en las preparaciones acetilcolina ( 10° M ) o ATP ( 10° M),
que provocan vasodilatacién, cuando el endotelio esta integro, mediante la
estimulacion de 1a liberacién de NO. Se expreso la integridad del endotelio
en porcentaje, haciéndose equiparable al porcentaje de inhibicién que estas

sustancias producian sobre el efecto contractil de la fenilefrina.

Para estudiar el papel del 6xido nitrico ( NO ), en la accién
vasodilatadora de la milrinona, independientemente del resto de factores
moduladores del endotelio, un grupo de segmentos arteriales pulmonares y
femorales con endotelio, se incubaron con N° - nitro - L - arginina (L - NA)
a una concentracién de 10° M. Este inhibidor de la sintesis de NOQO, se
afladia al bafio 30 minutos antes de inducir la vasoconstriccion con
fenilefrina ( 10° M ) y permanecia hasta el final del experimento,
realizandose a continuacion la curva dosis - respuesta de la milrinona ( 3 x
10°-10*M). Posteriormente, se afiadia al bafio un agonista de la sintesis
de NO, la L-arginina ( 10° M ), durante 30 minutos v se volvia a realizar

una nueva curva dosis-respuesta con la milrinona, para revertir los posibles
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efectos producidos por €l L - NA, sobre los territorios vasculares pulmonar

y femoral de conejo.

Transcurrido este tiempo se administraba un agente agonista o-adre-
nérgico a concentraciones subméximas, tanto en arterias femorales como en
pulmonares, con y sin endotelio. Se utilizaron dos agentes, la noradrena-
lina, agonista o, y o, adrenérgico, a una concentracion de 3 x 10° M y la

fenilefrina, agonista o; adrenérgico, a una concentracién de 10” M.

Estas concentraciones submaximas se determinaron en estudios
preliminares, en los que se realizaron curvas dosis-respuesta, con
noradrenalina a distintas concentraciones, desde 10 hasta 10° M, y con
fenilefrina, a iguales concentraciones, en arterias femorales y pulmonares,
con y sin endotelio. Estos farmacos se afiadian de forma acumulativa al
bafio para alcanzar las diferentes concentraciones deseadas, y se media a
continvacién el punto de maxima respuesta.  Todas las curvas dosis-
respuesta para los agonistas adrenérgicos utilizados, se realizaron en
presencia de propranolol ( 10° M ), para bloquear un posible efecto f -
adrenérgico de los farmacos. El propranolol, se afiadia 20 minutos antes de
proceder a registrar las curvas dosis-respuesta, para los agonistas o -
adrenérgicos. Ademds para comprobar la especificidad de la fenilefrina
sobre los receptores o, adrenérgicos, se realizaron las curvas dosis-respuesta
para la fenilefrina en presencia de prazosin ( 10 M), que es un antagonista

o, tanto en arterias femorales, como pulmonares, con y sin endotelio.
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Se comprob6, también en los estudios preliminares, que la
contraccion inducida, tanto por noradrenalina, como por fenilefrina, a las
concentraciones antes sefialadas, eran contracciones estables que no sufrian

variaciones, durante al menos mas de 70 minutos.

Una vez obtenida una respuesta contractii maxima y estable, se
procedia al registro de las curvas dosis-respuesta para los efectos
vasodilatadores de la milrinona.  Se afiadian al bafio concentraciones
progresivamente crecientes y acumulativas de la milnnona, para alcanzar
concentraciones desde 3 x 10 M hasta 10* M, para determinar si este
farmaco podia relajar la contraccién previamente establecida.  Antes de la
adicion de la siguiente concentracion de la milrinona al bafio, se esperaba el
tiempo suficiente para que la concentracion previa ejerciera su efecto

vasodilatador maximo, y éste fuera estable.

Al finalizar las curvas dosis-respuesta, las preparaciones eran lavadas
con solucion de Krebs-Henseleit a 37 ° C de temperatura, libre de farmacos,
repetidas veces, hasta conseguir, una vez mas la estabilizacion de la
preparacion en la tensién basal, al menos durante 20 minutos sin cambios, y
se volvia a administrar Clk ( 50 mM ), y se comparaba la respuesta
vasoconstrictora, con la obtenida al inicio del experimento, para valorar la
supervivencia de la preparacion, y si existia una diferencia superior a un 10

%, los resultados de ese segmento vascular no se tenian en cuenta,
gm
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También se volvia a comprobar la integridad funcional del endotelio,
solo en los segmentos vasculares no desendotelizados, mediante la
administracion nuevamente de fenilefrina ( 10° M ), y posteriormente de
acetilcolina ( 10° M ), 0 ATP (10° M), y de igual forma, se comparaba la
respuesta vasodilatadora, con la obtenida al inicio del experimento, para
valorar la supervivencia del endotelio, y si existia una diferencia superior a
un 10 % con el porcentaje de endotelio integro al inicio del trabajo, los

resultados de ese segmento vascular no se tenian en cuenta.

2.4. Determinacion de curvas dosis-respuesta

Para determinar las curvas dosis-respuesta de un farmaco
vasodilatador, como es la milrinona, primero debemos provocar una
vasoconstriccion de esos vasos, con un farmaco agonista que produzca una
vasoconstriccion estable y duradera, ya que no se debe alterar mientras dure

la realizacion completa de la curva dosis-respuesta.

Una vez conseguida una contraccion estable, comenzamos a afiadir
directamente en el bafio de organos, y de forma acumulativa,
concentraciones progresivamente mayores de la milrinona, hasta conseguir
su efecto vasodilatador maximo para cada concentracién, terminando la

curva, cuando se alcanza la vasodilatacion completa, o en su defecto unas
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concentraciones molares superiores a 10™ moles / litro, ya que pueden
considerarse inespecificos, los efectos que se producen a concentraciones
superiores a éstas. Las concentraciones se expresan en moles por litro, y
representan la concentracion final que se alcanza en el bafio, vy no la

concentracion en la solucion madre, o solucion de farmaco inicial.

En cada curva dosis-respuesta se calculo la ED s, ( concentracion del
farmaco que produciria la mitad del efecto maximo ), para lo que se
determinaba la mitad del efecto maximo producido por el agonista, y las
concenfraciones que lo acotaban. A continuacién, se calculaba la
concentracion correspondiente a la mitad del efecto maximo, mediante una
proporcién entre el efecto, y el logaritmo de la concentracion. El valor
medio de la ED 54, y su intervalo de confianza, se calcularon mediante la
media y el intervalo de confianza del 95 % de los (-) logaritmos en base 10
de las ED 5o ( pD; ), ya que dichos logaritmos se ajustan a una distribucion

normal.

En nuestro caso, al tratarse de curvas dosis-respuesta de inhibicidn,
donde el efecto que se estd midiendo, es la inhibicion de una accion
agonista previa, provocada con otro farmaco distinto, se habla en vez de

dosis eficaz 50 ( ED s ), de dosis inhibitoria 50 ( ID sq ).
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2.5. Analisis estadistico

Los datos experimentales obtenidos se expresan como la media +
error estdndar de la misma, para un determinado numero ( n ) de
experimentos. Para expresar la concentracién del farmaco que produce el
cincuenta porciento del efecto farmacoldgico méaximo, o dosis eficaz
cincuenta ( ED s ), utilizamos la pD , que es el menos logaritmo en base

diez de la ED s, para facilitar la expresion de los resultados.

La comparaciéon de las medias se realizé utilizando el indice ¢ de
Student para la prueba de la significacion de promedios, y una probabilidad
menor del 5 %, a favor de la hipétesis de nulidad se considerd

estadisticamente significativa.
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IV. Resultados
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1. Estadistica descriptiva

1.1. Animales

En el presente trabajo hemos estudiado 170 segmentos vasculares de
arterias femorales, y 174 segmentos de arterias pulmonares, procedentes de
29 conejos Gigante Espafiol capa oscura, 17 machos y 12 hembras, de pesos
comprendidos entre 1,35 kgr y 1,525 kgr, con una media de 1,420 + 0,082
ker (Figura 2). El didmetro externo de dichos vasos, en fresco, varié de

925 a 1175 pm ( media de 1084 + 109 pm ) para las arterias femorales, y de
850 a 975 um ( media de 924 + 83 um ) para las arterias pulmonares.

1.2. Relacion tension pasiva - contraccion

Se utilizaron seis conejos, tres machos y tres hembras, para el estudio
de la tensién basal de trabajo, de los que se obtuvieron seis preparaciones
arteriales pulmonares y seis femorales por cada animal, lo que hacen un

total de 36 segmentos arteriales pulmonares y 36 mas femorales.

A estos segmentos se les aplicaron tensiones pasivas de 100, 300,
600, 1000, 1300, 1600, y 2000 mg., en secuencias elegidas al azar, y una

vez estabilizados en cada tension, se registrd la respuesta vascular al Clk



B B Machos
hembra H Hembras
41%

(n=12)

(n=17)

Figura 2. Animales: distribucion segin sexo. Se estudiaron 29 conejos
de la raza Gigante Espafiol, 17 machos y 12 hembras de los que se
prepararon |70 segmentos arteriales femorales y 174 pulmonares.
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(50 mM); todas la arterias respondian con una contraccion, y la fuerza desa-

rrollada variaba, segiin la tension pasiva aplicada previamente.

La respuesta maxima para los segmentos arteriales femorales fue de
6,1 + 0,58 gr. , para una tension pasiva de 1300 mg. no existiendo
diferencias esfadisticamente significativas ( p > 0,05 ) en la fuerza

desarrollada a las tensiones comprendidas entre 1000 y 1600 mg.

Los segmentos arteriales pulmonares presentaron una respuesta
maxima vasoconstrictora de 3,2 + 0,75 gr., cuando habian sido estabilizados
en una tension de 1600 mg. , no presentandose diferencias estadisticamente
significativas ( p > 0,05 ) en la fuerza desarrollada por los diferentes
segmentos arteriales pulmonares al someterse a las tensiones comprendidas
entre 1300 y 2000 mg Tampoco se presentaron diferencias
estadisticamente significativas, con una ( p > 0,05 ), entre las tensiones
pasivas Optimas obtenidas de los conejos machos y hembras, tanto para los
segmentos arteriales pulmonares, como para los femorales, para las mismas

concentraciones de Clk.

Dado que los rangos de tensiones pasivas de los segmentos arteriales
pulmonares y femorales estaban superpuestos, no existiendo diferencias
estadisticamente significativas, y con el fin de evitar posibles errores
posteriores y facilitar el protocolo de trabajo, decidimos adoptar como

tension basal de trabajo para todas las preparaciones, 1500 mg., que ¢ra un
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valor promedio, entre los dos maximos obtenidos para cada tipo de vaso

arterial ( Figura 3 ).

1.3. Respuesta vasoconstrictora

Para los estudios de la respuesta vasoconstrictora a diferentes agentes,
se utilizaron seis conejos, cuatro machos y dos hembras, de los que se
obtuvieron un total de 72 preparaciones arteriales, de las que 36 eran
femorales y las otras 36 pulmonares. A su vez, la mitad de las arterias
pulmonares y la mitad de las femorales se desendotelizaron, para realizar ¢l
estudio de la respuesta en vasos con y sin endotelio. Obtuvimos, en cada
segmento la curva dosis respuesta a cada uno de los tres agentes
vasoconstrictores ensayados: Clk, noradrenalina, y fenilefrina, tras varios
lavados con solucién de Krebs - Henseleit, empledndose estos farmacos en

orden aleatorio.



—4#— A Femoral —{jl}— A Pulmonar

=2 0—0EZMmMm-H

0 300 1000 1600
Tension Pasiva ( mg. )

Figura 3. Relacién entre la tension pasiva ( mg. ) y la respuesta contractil
(gr.) al Clk ( 50 mM ) de 36 segmentos arterias femorales ( rombos rojos ) y
otros 36 pulmonares ( cuadrados azules ).
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1.3.1. Respuesta al Clk

Los resultados obtenidos tras realizar curvas dosis respuesta de Clk a
distintas concentraciones, desde 10 hasta 100 mM, tanto en segmentos
arteriales femorales y pulmonares, con y sin endotelio, demostraron que
todos los segmentos arteriales sometidos a una tensién optima de 1500 mg
respondian con contraccion al Clk, que fue dependiente de la dosis. El
aumento de tensién isoméirica se iniciaba rapidamente y se mantenia en

forma de meseta.

No se presentaron diferencias estadisticamente significativas entre la
curvas dosis respuesta al Clk, de las arterias pulmonares con y sin endotelio
(p>0,05). Tampoco la presencia o ausencia de endotelio, modificd
significativamente la respuesta vasoconstrictora al Clk en las arterias

femorales de conejos.

La contraccion desarrollada por las arterias pulmonares fue
significativamente menor ( p < 0,01 ) que la desarrollada por las arterias
femorales a iguales dosis de CIk, independientemente de la presencia o no
de endotelio integro. En las arterias femorales, la respuesta contractil
maxima ( 6,9 + 0,64 gr. ) se consiguié con una concentracion de Cik de 80
mM, y en las arterias pulmonares ( 3,8 + 0,84 gr. ) con 100 mM de Clk.
Pero en estas ultimas, la respuesta obtenida con 100 mM no era
significativamente superior ( p > 0,05 ) a la alcanzada con 50 mM, por lo

que en los siguientes estudios se utilizé la concentracién de 50 mM de Clk
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para valorar el estado funcional de ambos tipos de arterias. De tal forma,
que cuando se probo la viabilidad funcional de cada segmento vascular en
los estudios posteriores, también se observéd que 50 mM de CIk, producen
una contraccion comparable a la descrita anteriormente. La Figurady S,y
la Tabla V1, resumen la respuesta inducida por el Cik ( 10 - 100 mM ), en

las arterias femorales y pulmonares, con y sin endotelio.

1.3.2. Respuesta o - adrenérgica

Se emplearon como agentes ¢ - agonistas, noradrenalina y fenilefrina;

ambos farmacos produjeron una contraccién dosis dependiente de las

arterias pulmonares y femorales, con y sin endotelio.

1.3.2.A. Noradrenalina
Arteria Pulmonar
Las arterias pulmonares con endotelio respondieron con una

contraccion dosis dependiente, siendo la pD; de 1,3 + 0,1 x 107 M y el

efecto méximo de 3,5 + 0,54 gr.



—#— A Pulm. Endotelio + —Jl}— A. Pulm. Endotelio -

0 20 50 100
Concentracion Clic ( mM. )

Figura 4. Curvas dosis - respuesta al Clk ( 10 - 100 mM ) en arterias
pulmonares con endotelio ( rombos rojos ), ¥ sin endotelio ( cuadrados
azules ).
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Figura 5. Curvas dosis - respuesta al Clk (10 - 100 mM) en artenas
femorales con endotelio (rombos rojos) y sin endotelio (cuadrados azules).

|  PULMONARES FEMORALES

—T
CON ENDOTELIO 3240,75 611058
SIN ENDOTELIO 31£051 391043

Tabla VI. Respuesta contractil (gr. + SD) producida por el Clk (50 mM)
en arterias pulmonares y femorales con y sin endotelio.
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En la curva dosis respuesta, se comprob6 que la noradrenalina a dosis
superiores a 3 x 10 M, produce vasodilatacion de las arterias pulmonares
de conejo; este efecto se revertia afiadiendo al bafio propranolol a dosis de
10° M, llevando nuevamente la curva al punto de contraccion mdaxima
obtenido con dosis menores de noradrenalina. Este efecto vasodilatador se

explica por la pérdida de la selectividad por los receptores o adrenérgicos, y

estimulacion de los receptores § - adrenérgicos.

La contraccion de las arterias pulmonares sin endotelio inducida con
noradrenalina no presenté diferencias estadisticamente significativas con
respecto a la inducida en arterias pulmonares con endotelio. La contraccion
maxima fue un 10 % menor en las arterias sin endotelio, pero la prueba de

significacion estadistica presenté una ( p > 0,05 ) ( Tabla VI y Figura 6 ).

También se estudié el tiempo que permanecia estable la contraccion
inducida por noradrenalina, en arterias pulmonares con y sin endotelio, a
una concentracion subméaxima de 3 x 10 M. En las arterias desendoteli-
zadas, la contraccion permanecia estable durante mas de 70 minutos. En
las arterias con endotelio integro, la contraccién estable tuvo una duracion
media de 49 + 9 minutos, comenzando a relajarse de forma gradual y espon-

tanea a partir de este momento.
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1
Tipo de arteria pD, 112:{51'132
(M) (gr.)
Arteria Pulmonar
Con endotelio 13+01x107M | 354054
Sin endotelio 82+0,07x10°M | 34+044
Arteria femoral
Con endotelio 34+0,07x107M | 689+047
Sin endotelio 3,1+008x10"M | 6,53+0,34

Tabla VII. pD, ( M) y respuesta contractil maxima ( gr. + SD ), que se
obtuvo con noradrenalina ( 107 - 10™ M ) en arterias pulmonares vy

femorales, con y sin endotelio.
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NORADRENALINA ( - Log M)

Figura 6. Respuesta contrdctil ( gr. ), de las arterias pulmonares y
femorales, con y sin endotelio, a la noradrenalina ( 10 - 10 M),
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Arteria Femoral

Las arterias femorales con endotelio se contrajeron en presencia de
noradrenalina de forma dosis dependiente, proporcionando una pD, de 3.4 +
0,07 x 107 M, y un efecto méaximo de 6,89 + 0,47 gr. Comparando con los
efectos producidos en arterias pulmonares, la sensibilidad, en términos de la
pD,, fue significativamente superior en las arterias femorales que en las
pulmonares, y Ia contraccion maxima fue un 25 % menor en arterias

pulmonares que en arterias femorales.

En las arterias femorales, el efecto maximo vasoconstrictor se obtenia
a partir de concentraciones de noradrenalina en el bafio de 10° M, no
consiguiéndose una mayor contraccion con dosis superiores, pero tampoco
observandose efectos vasodilatadores en concentraciones de 3 x 10° M
hasta 10 M.

En las arterias femorales sin endotelio, no se observaron diferencias
significativas, en la curva dosis respuesta, con respecto a las que
preservaron el endotelio integro, presentando una misma sensibilidad a la
noradrenalina, y una contraccién maxima un 5 % menor en las arterias sin
endotelio, diferencia que no se mostré estadisticamente significativa, estos

resultados se expresan en la Tabla VII y la Figura 6 .

La duracion de la contraccion inducida por noradrenalina con una

s6la dosis de 3 x 10°M de una forma estable, en arterias femorales, fue de
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54 t 13 minutos, apareciendo una relajacién gradual y esponténea, a partir
de este momento, en los segmentos con endotelio integro, y permaneciendo

la contraccién estable por mas de 70 minutos, en los segmentos sin

endotelio.

1.3.2.B. Fenilefrina
Arteria Pulmonar

Las arterias pulmonares con endotelio respondieron a la fenilefrina
con una contraccién dosis dependiente, siendo la pD, de 1,2 + 0,08 x 107
M, y el efecto maximo de 4,1 + 0,44 gr. Las arterias sin endotelio presenta-
ron una pDD, comparable, y una contraccion maxima algo menor ( 8 % ) que

los controles, pero no siendo esta diferencia, estadisticamente significativa
(Tabla VIl y Figura 7).

Al realizar la curva dosis respuesta de fenilefrina en arterias
pulmonares, en presencia de prazosin (un bloqueante especifico o,-
adrenérgico) a la concentracion de 10 M, se produjo un desplazamiento
paralelo de la curva, de 82 veces hacia la derecha. En cambio, la
yohimbina (un bloqueante especifico o, - adrenérgico) a una concentracion

de 10 ° M, no modifico la respuesta de las arterias pulmonares a la
fenilefrina ( Tabla [X y Figura 8 ).
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Figura 7. Respuesta contractil (gr.) de arterias pulmonares, con endotelio
(rombos rojos) y sin endotelio (cuadrados azules), a la fenilefrina (3x10™ -
10 M),

Efecto | Contraccién
Art. PULMONAR pD; Méximo | Estable
(M) (gr.) ( oun. )
CON ENDOTELIO | 1,2+0,08x107 |41+044| >70

SIN ENDOTELIO | 1,L1+0,06x107 | 3,94 0,64 > 70

Tabla VIIIL, Valores de la pD; , efecto contrictil méximo v duracion de la
contraccion estable inducida con fenilefrina ( 3 x 10 - 10 M ) , sobre
arterias pulmonares con v sin endotelio.
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Efecto
Art. PULMONAR pD, Maximo
(M) (gr.)
CONTROL 1,2+0,08x 107 4,1+ 0,44

Con PRAZOSIN 1.5+0,04x107 2.7+0.,52

Con YOHIMBINA 1L1+0,05% 107 3.1+0,62

Art. FEMORAL

CONTROL 3L1+0,09x107 | 694054

Con PRAZOSIN 7.1+0,06x 107 5,1+0,36

Con YOHIMBINA 6,2+0,04x 107 5.9+031

Tabla IX. Valores de la pD, (M) y el efecto contractil maximo (gr.), de
las curvas dosis - efecto para la fenilefrina, en arterias pulmonares y
femorales, en ausencia ( control ) y en presencia de prazosin ( 10° M), o de

yohimbina ( 10 M).
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Figura 8. Respuesta contractil de las arterias pulmonares ( arriba ) y
femorales ( abajo ) a la fenilefrina ( 3 x 10 - 10™* M ), en ausencia de otros
farmacos ( control, rombos rojos ), y en presencia de prazosin ( tridgngulos
verdes ) y de yohimbina ( cuadrados azules ).



113

Resuliados
W
También se estudio el tiempo que permanecia estable la contraccion
inducida por fenilefrina, en arterias pulmonares con y sin endotelio. a una
concentracién submaxima de 10 °M. Tanto en arterias desendotelizadas,
como con endotelio integro, la contraccién permanecia estable durante mas

de 70 minutos para las dosis antes sefialadas.

Arteria Femoral

Las arterias con endotelio se contrajeron de forma dosis dependiente,
siendo la pD; de 3,1 + 0,09 x 107 M, y un efecte méximo de 6,9 + 0,54 gr. .
La sensibilidad, en términos de la EDs, . fue similar a la de las arterias
pulmonares, y la coniraccion méaxima fue un 30 % menor en las arterias
pulmonares que en las femorales, diferencia estadisticamente significativa,

conuna( p <0,05) ( Tabla X y Figura 9 ).

En las arterias femorales desendotelizadas, la curva dosis - respuesta
para la fenilefrina fue similar a la de las arterias con endotelio, sin
diferencias estadisticamente significativas en la EDsq , ni en la contraccion

maxima.

Al realizar la curva dosis - respuesta de fenilefrina en arterias

femorales en presencia de prazosin ( 10 °M ), se produjo un desplazamiento
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Figura 9. Respuesta contréctil de arterias femorales, con endotelio (rombos
rojos) y sin endotelio (cuadrados azules), a la fenilefrina (3 x 10¥ - 10 M),

Efecto | Contraccién
Art. FEMORAL |  pD; Miaximo | Estable
(M) (gr) ( min. )
CON ENDOTELIO |3,1+0,09x 107 | 6,9 +0,54 > 70

SIN ENDOTELIO | 3+0,05x107 | 6,6 +0,37 > 70

Tabla X. Valores de la pD; , efecto contréctil maximo y duracién de la
contraccion estable inducida con fenilefrina ( 3 x 10* - 10 M ) sobre
arterias femorales, con y sin endotelio,
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paralelo hacia la derecha de la curva de 72 veces. En cambio, la yohimbina
( 10°M ) s6lo modifico levemente la respuesta de las arterias femorales a la
fenilefrina, con un desplazamiento paralelo hacia la derecha de Ginicamente
2,2 veces ( Tabla IX y Figura 8 ).

La duracion de la contraccién inducida por fenilefrina (10 ° M ) de
una forma estable en arterias femorales, con y sin endotelio, fue superior a

70 minutos en ambas situaciones.

Como resultado de todos estos estudios, decidimos utilizar para
nuestros estudios posteriores de respuesta a sustancias vasodilatadoras,
fenilefrina para precontracr los segmentos vasculares arteriales, tanto
femorales como pulmonares, ya que fue el farmaco que mantenia una
respuesta contractil mas estable y duradera, en ambos territorios vasculates
estudiados. Se emplearon concentraciones en bafio de 10 ° M, con lo que
se obtenian respuestas contractiles submaximas en arterias femorales y

pulmonares.
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1.4. Respuesta vascular a marcadores funcionales de la integridad

endotelial

Para comprobar funcionalmente la presencia o ausencia de un
endotelio integro en los segmentos arteriales en estudio, se¢ emplearon dos
sustancias, la acetilcolina y el trifosfato de adenosina, ambas sustancias
basan su princio de accion, en estimular la produccion y liberacion de 6xido
nitrico endotelial, induciendo de esta forma una vasodilatacién endotelio -
dependiente en los segmentos arteriales previamente contraidos, cuando
estos poseen un endotelio integro funcionante, y en cambio, no producen
ningun efecto vasodilatador en los segmentos atteriales sin endotelio. Para
estos estudios de respuesta vascular a los marcadores funcionales de
integridad endotelial, se emplearon cinco conejos, tres machos y dos
hembras, de los que se obtuvieron un total de 60 preparaciones arteriales, la

mitad pulmonares y la otra mitad femorales.

1.4.1. Respuesta vascular a la acetilcolina

Las arterias pulmonares y femorales, precontraidas con fenilefrina a
una dosis de 10° M, una vez estabilizada la contraccién, se pusieron en
contacto con acetilcolina, para comprobar la integridad o no del endotelio.
Antes de estas comprobaciones, se realizaron estudios preliminares, en los

que obtuvimos, curvas dosis-respuesta a la acetilcolina (3 x 10~ $.107'M),
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para estudiar el efecto de este farmaco, en ambos territorios vasculares, con

y sin endotelio.

Arteria Pulmonar

El tono activo inducido por la fenilefrina ( 10° M ) en arterias
pulmonares con endotelio presenté una media de 3,2 + 0,49 gr; y en arterias
sin endotelio, fue de 3,1 + 0,42 gr.

La acetilcolina produjo relajacion dosis dependiente en las arterias
pulmonares con endotelio, a una concentracién comprendida entre (3 x 107
- 10 "*M), consiguiendo una relajacién maxima del 65 % + 8 %, y una pD,
de 2.2 + 0,08 x 10 " " M: sin embargo, dosis superiores a 10 ° M, inducian

contraccion en los segmentos artertales pulmonares con endotelio integro.

Asimismo, en las arterias pulmonares con endotelio, tratadas con el
inhibidor de la sintesis de 0xido nitrico, L - NA, veinte minutos antes de la
contraccion con fenilefrina, a una dosis en bafio de 10 ° M, la relajacion
inducida por la acetilcolina fue mucho menor que en las arterias no tratadas,
con una relajacion del 23 + 5 % en los segmentos tratados cont L - NA,
frente al 65 % + 8 % de las arterias sin L - NA y con endoteho integro; este
efecto se conseguia revertir, mediante la administracion de L-arg (107 M).
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Por el contrario, las arterias pulmonares desendotelizadas no
presentaban cambios en su contraccion o estos eran minimos, no alcanzando
mas del 14 % + 4 % de vasodilatacién sobre la contraccién previa con
fenilefrina.( Figura 10 y Tabla XI)

Arteria Femoral

La acetilcolina produjo relajacion dosis dependiente en las arterias
femorales con endotelio, para todas las concentraciones empleadas ( 3x10° -
10 * M), sin presentarse en ningin momento efectos vasoconstrictores,
mostrando una relajacion maxima del 96 % + 3 %, y una pD, de 1,2 + 0,1 x
10°"M.

La adicion de un inhibidor de la sintesis de éxido nitrico, L - NA, al
bafio de organos, 20 minutos antes de Ia realizacion de la curva dosis
respuesta de acetilcolina, en los segmentos femorales con endotelio, inhibia
la vasodilatacion inducida por acetilcolina, consiguiéndose un efecto
vasodilatador maximo de sélo el 22 % + 4 %. Esta inhibicién de la
respuesta a la acetilcolina se conseguia revertir mediante la administracién
de L - arginina ( 10° M), el precursor de la sintesis de éxido nitrico, que
por tanto, revierte €l bloqueo por competicion de sustrato de la sintesis de

oxido nitrico realizado con el L - NA.
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Figura 11. Efectos de la acetilcolina en arterias femorales con endotelio
(rombos rojos), sin endotelio ( aspas rosas ), arterias intactas con L - NA
( 10 M ) (tridngulos verdes ), y arterias intactas con L-NA més L-arginina
(10° M) (cuadrados azules ).
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Art. PULMONAR pD, RELAJACION
J (M) ( %o del tono active )
CON ENDOTELIO | 22+0,08x 107 65+ 8
L-NA 3,2+0,05x 107 2345
LL-NA+L - Arginina | 28+0,06x 107 50+6
SIN ENDOTELIO | 3,1+0,04x 107 14+ 4

Tabla XI. Valores de la pD, ( M) y la relajacion maxima ( % ) de las
curvas dosis-efecto para la acetilcolina, en arterias pulmonares con endotelio
integro { control ), sin endotelio, y arterias integras en presencia de L. - NA
(10° M)y de 1. - NA afiadiendo después L - arginina (10° M).
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Por el contrario, la acetilcolina no tuvo efectos vasodilatadores en los
segmentos vasculares femorales sin endotelio, no modificando la curva de
contracciéon con fenilefrina mas de un 7 % + 4 %, con respecto a la

contraccion maxima estable conseguida. ( Figura 11 y Tabla X1 )

1.4.2. Respuesta vascular al trifosfato de adenosina (ATP)

La acetilcolina produce en las arterias pulmonares de conejos una
respuesta dual; por un lado, estimula la produccion de 6xido nitrico,
produciendo vasodilatacién, pero en dosis crecientes también produce
vasoconstriccion, lo que hace que estos efectos contrapuestos puedan
enmascararse enfre si. Por ello no es conveniente utilizar la acetilcolina
como marcador funcional de la integridad del endotelio en arterias

pulmonares de conejos.

Debido a la necesidad de buscar otro marcador de la integridad
endotelial para la circulacién pulmonar de conejos, estudiamos la respuesta
vascular al trifosfato de adenosina ( ATP ) en segmentos arteriales
pulmonares y femorales, precontraidos con fenilefrina ( 10° M), ya que el
ATP estimula los receptores purinérgicos endoteliales, lo que provoca una
sintesis y liberacion de NO, produciendo una vasodilatacion dependiente del

endotelio.
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Figura 12, Efectos de ATP en arterias pulmonares con endotelio (rombos
rojos), sin endotelio (aspas rosas ), arterias intactas con L - NA ( 10° M)
(tridngulos verdes), y arterias intactas con L-NA ( 10 M ) mas L-arginina
(10* M) (cuadrados azules ).
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Art. FEMORALES pD, RELAJACION
(M) ( % del tono activo )
CON ENDOTELIO | 1,2+0,1x10” 96 +3
[.-NA 1,9+0,06x 107 32+4
L-NA+L-Arginina | 1,7+0,07x 107 66 + 8
SIN ENDOTELIO | 23+0,04x10" 7+4

Tabla XII. Valores de la pD,; ( M ) y la relajacién maxima ( % ) de las
curvas dosis-efecto para la acetilcolina en arterias femorales, con endotelio
integro ( control ), sin endotelio, y arterias integras en presencia de L. - NA

(10°M), y de L. - NA, afiadiendo después L. - arginina ( 10° M).
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Arteria Pulmonar

El ATP (10 "°M - 10 “*M ) produjo relajacion, dosis dependiente, de
las arterias pulmonares con endotelio ( pD, de 9,6 + 0,08 x 10 "* M),

mientras que en las arterias desendotelizadas la respuesta fue nula o estaba

muy disminuida.

En las arterias pulmonares tratadas con el inhibidor de la sintesis de
oxido nitrico ( . - NA ), la relajacion inducida por el ATP fue mucho
menor que en las arterias no tratadas ( relajacién maxima del tono activo del
16 +4 % con L - NA,; frente al 96 + 4 % sin L - NA ). Este efecto revertia,
mediante la administracién de L - arginina ( 10° M ) a las arterias

previamente tratadas con L - NA. ( Figura 12 y Tabla X1l )

Arteria Femoral

El ATP, al igual que la acetilcolina, produjo relajacion dosis
dependiente de las arterias femorales con endotelio, y esta respuesta era

practicamente nula en estas mismas arterias sin endotelio.

El tratamiento con L - NA (10° M) modifico, significativamente

(p<0,01) la respuesta al ATP de arterias femorales con endotelio, disminu-



Art. FEMORALES
— n--
B
B |
e 971
8 w4
2 ]
E 60 T | —#— Endotelio +
O 70+ |——L-NA+L-
< & ARG
E ——L-NA
n 90 T | —¢— Endotelio -
100 ; t 4 } t ; i . '
-8 -7 -6 -2 -4

TRIFOSFATO DE ADENOSINA (- Log M)

Figura 13. Efectos del ATP en arterias femorales con endotelio (rombos
rojos), sin endotelio (aspas rosas), arterias intactas con L-NA (10° M)
(trisngulos verdes), y arterias intactas con L-NA ( 10° M ) mas L-arginina
(10* M) (cuadrados azules).
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Art. PULMONAR pD, RELAJACION
(M) ( % del tono activo )_
CON ENDOTELIO | 9,6 +0,08 x 10°® 96 + 4
L -NA 6,1+0,06x 107 16 + 4
L-NA+L-Arginina | 3,4+0,04x 107 56+7
SIN ENDOTELIO | 3,3+0,05x10” 9+4

Tabla XIH. Valores de la pD, ( M ) y la relajacion maxima ( % ) de las
curvas dosis-efecto para el ATP, en arterias pulmonares con endotelio
integro ( control ), sin endotelio, y arterias integras en presencia de L - NA
(10 M), v de L - NA, afiadiendo después L. - arginina (10” M).
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yendo la vasodilatacion méxima inducida por el ATP, que paso del 97 +3 %
sinL-NA,aun24 +5 % con L - NA. Si a continuacion administrabamos
L-arginina (10” M), se revertia parcialmente el efecto antagonista del L-NA
sobre la sintesis del 6xido nitrico (Figura 13 y Tabla XIV).

1.5. Curvas dosis - respuesta de Ia milrinona

Antes de obtener las curvas dosis - respuesta con la milrinona, y dado
que este farmaco precisa de un pH muy bajo para su disolucién en agua,
tuvimos que realizar estudios preliminares, para valorar los posibles efectos
de los excipientes empleados. Se utilizé dos soluciones de la milrinona; por
un lado la milrinona pura, en polvo, que se disolvié en agua bidestilada,
acidificando el medio con CIH, hasta conseguir disolver la milrinona, lo que
se obtuvo al llegar a un pH de 2. También se utilizo una sal de la
milrinona, el lactato de milrinona, ya que la esterificacion de la milrinona
con el dcido lactico aumenta su hidrosolubilidad, lo que permite que venga

presentada en una solucién acuosa, con dextrosa 4,7 gr. / ml. , y un pH de 4.

Por tanto, realizamos estudios de los efectos de ambos excipientes, en
arterias pulmonares y femorales, con y sin endotelio, precontraidas con
fenilefrina ( 10° M ), administrando la misma cantidad acumulativa de

excipiente, con los mismos intervalos de tiempo, y de igual forma que si
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Figura 14. Curvas dosis-efecto de la milrinona ( 3 x 10 - 10™ ) sobre
arterias pulmonares con endotelio integro en ausencia de otros farmacos
(control negro), previamenie tratadas con L-NA (azul), y con L-NA y L-
arginina (rojo).
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Art, FEMORA;_LES pD; RELAJACION
(M) { % del tono activo )
CON ENDOTELIO | 9,8+0,06x 10 97 +3
L -NA 43+0,08x107 24+ 5
L-NA+L-Arginina | 5,2+0,07x 107 58+ 9
SIN ENDOTELIO 2,9+0,04x107 8+6

Tabla XIV. Valores de la pD; ( M ) v la relajacién maxima ( % ) de las
curvas dosis-efecto para el ATP, en arterias femorales con endotelio integro
{ control ), sin endotelio, y arterias integras en presencia de L-NA ( 10° M),

y de L - NA, afiadiendo posteriormente L - arginina ( | 0° M).
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fuera una curva de dosis respuesta con la milrinona, analizando

disminuciones del pH del baiio , y posibles efectos vasodilatadores.

Se observaron diferencias estadisticamente significativas ( p < 0,01),
nada mas afiadir las dosis acumulativas del excipiente con pH de 2,
distmmnuyendo el pH del bafio una media de 0,5 + 0,2 puntos. Sin embargo,
esta disminucion del pH del bafio no tenia efectos vasodilatadores
significativos ( p > 0,05 ) sobre la respuesta vasoconstrictora de la

fenilefrina, que pudieran enmascarar la respuesta posterior a la milrinona.

Por el contrario, el excipiente en el que viene disuelto el lactato de
milrinona, con un pH de 4, provocd disminuciones, no significativas
(p>0,05), en ¢l pH de los baifios, con una media de 0,2 + 0,2 puntos. Estas
pequefias disminuciones del pH del bafio, tras la administracién de dicho
excipiente, no produjeron ninguna respuesta vascular, manteniéndose sin

cambios la vasoconstriccion por fenilefrina.

1.5.1. Efectos de la milrinona sobre las arterias pulmonares con

endotelio

Se estudiaron 36 segmentos de arterias pulmonares con endotelio,
procedentes de 12 conejos, 7 machos v 5 hembras, que se estabilizaron en

una tension basal de 1500 mg. durante 120 minutos, y que se precontrajeron



131

Resuliados

con fenilefrina ( 10° M ).  Se realiz6, una vez estabilizada de nuevo la
contraccion, una curva dosis - respuesta a la milrinona ( 3 x 10%-10° M ),

primero con lactato de milrinona, y a continuacion con solucién acuosa de

la milrinona pura.

El tono activo inducido por la fenilefrina ( 10° M ) en arterias
pulmonares con endotelio presenta una media de 3,2 + 0,42 gr. En estas
arterias precontraidas, la milrinona pura y el lactato de milrinona producen
una relajacion dosis dependiente, no existiendo diferencias estadisticamente
significativas ( p > 0,05 ) entre las curvas dosis respuesta realizadas con la
milrinona pura y con lactato de milrinona, ni en el efecto relajador maximo,
ni en la dosis eficaz cincuenta; siendo el efecto relajador maximo del

96+4% del tono activo, y presentando una pD, de 2,8 + 0,1 x 107 M.

No existen diferencias estadisticamente significativas ( p > 0,05 ) en
las curvas dosis respuesta de la milrinona ( ni la relajacion méaxima
obtenida, ni en la EDs ) en segmentos arteriales pulmonares con endotelio,

entre los animales macho y hembra.

Asimismo, en estas arterias pulmonares con endotelio, la
administracion de un inhibidor de la sintesis de 6xido nitrico L-NA (10°M),
treinta minutos antes de la realizacion de una nueva curva de la milrinona,
no sélo no disminuyo la relajacion maxima, sino que ademas la pD, fue
discretamente menor ( pD, de 9,1 + 0,09 x 10 M ), siendo estadisticamente

significativa esta diferencia ( p < 0,05 ). Esto indica que la relajacion que
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produce la milrinona, no sélo no es dependiente de la produccién de 6xido
nitrico, sino que ademas el bloquear la sintesis de NO, potencia sus efectos
vasodilatadores, en segmentos arteriales pulmonares de conejo con
endotelio. La administracién de L - arginina {( 10° M ) a las arterias
previamente tratadas con L - NA, revertia este efecto potenciador de la

relajacion de la milrinona. ( Figura 14 y 15, y Tabla XV )

1.5.2. Efectos de Ia milrinona sobre las arterias pulmonares sin

endotelio

Preparamos otros 36 segmentos arteriales pulmonares, a los que se les
retir6 el endotelio, mediante un alambre grueso ( 200 um ) y de superficie
suavemente rugosa, sobre el que se hacia girar los cilindros vasculares.

Estos preparaciones procedian de 12 conejos, 7 machos y 5 hembras.

Estos segmentos arteriales se estabilizaron en una tensién basal de
1500 mg. durante 120 minutos, y a confinuacion se precontirajeron con
fenilefrina ( 10° M ), obteniendo un tono activo inducido, que presenté una

media de 3,2 + 0,51 gr.

Las curvas dosis - respuesta realizadas con la milrinona y con lactato
de milrinona mostraron una relajacion dosis dependiente, presentando un

efecto relajador maximo del 96 + 5 % del tono activo previamente
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Figura 14. Curvas dosis-efecto de la milrinona ( 3 x 10 ™* - 10* ) sobre
arterias pulmonares con endotelio integro en ausencia de otros farmacos
(control negro), previamente tratadas con [L-NA (azul), y con L-NA y L-

arginina (rojo).
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Figura 15. Efectos de la milrinona en arterias pulmonares con endotelio, sin
nigin otro farmaco ( rombos rojos ), arterias intactas pretratadas con L - NA
( 10 M ) (tridngulos verdes), y arterias intactas con L - NA mas L -
arginina ( 10 M ) (cuadrados azules ).
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Art. PULMONARES pD, RELAJACION
(M) ( % del tono activo )
CON ENDOTELIO | 28+0,1x107 96 + 4
L-NA 9,1+0,09x10% 99 + 1
L-NA+L-Arginina | 1,2+0,06x 107 97 +3
SIN ENDOTELIO 1,3+0,04x 107 96 + 5

Tabla XV. Valores de la pD, ( M ) y la relajacion maxima ( % ) de las
curvas dosis-efecto para la milrinona, en arterias puimonares con endotelio
integro ( control ), sin endotelio, y arterias integras en presencia de 1. - NA

(10° M), y de L - NA, afiadiendo posteriormente L - arginina (10” M).



136

Resultados

conseguido, y con una pD, de 1,3 + 0,07 x 107 M . Esto muestra que la
relajacion que la milrinona produce sobre segmentos arteriales pulmonares

no es endotelio dependiente.

No se observaron diferencias estadisticamente significativas (p>0,05)
en la respuesta vascular obtenida con la milrinona y con lactato de
milrinona, tampoco existieron diferencias entre las curvas dosis respuesta de
segmentos arteriales pulmonares de animales macho y los de animales
hembra ( Figuras 16 y 17, y Tabla XV ).

1.5.3. Efectos de la milrinona sobre las arterias femorales con endotelio

Estudiamos los efectos de 1a milrinona v el lactato de milrinona en 36
segmentos arteriales femorales con endotelio integro, procedentes de 12
conejos, 7 machos y 5 hembras, que tras conseguir {a estabilizacién en una
tension basal de 1500 mg., durante 45 minutos, se precontrajeron con

fenilefrina (10~ M), consiguiendo inducir un tono activo de 5,6+0,64gr.

Una vez estabilizada la contraccion con fenilefrina, se realizaron las
curvas dosis respuesta de la milrinona, a una concentracion en bafio, desde

3x107% , hasta 10* M, produciendo, tanto la milrinona como el lactato de
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Figura 16. Efectos de la milrinona (3 x 10 *-10™) sobre arterias pulmonares
sin endotelio, de conejos macho (azul), y de conejos hembra (rosa), no
encontrandose diferencias estadisticamente significativas (p >0,03).
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Figura 17. Efecios del lactato de milrinona (tringulos rosas), v de la
milrinona en polvo (circulos azules ), en arterias pulmonares sin endotelio,
procedentes de conejos macho (rombos rojos), y de conejos hembra
(triangulos verdes).
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milrinona, una relajacion dosis dependiente, y no presentando entre si
diferencias estadisticamente significativas, en el efecto relajador maximo, ni
en la pI>, . Tampoco se encontraron diferencias significativas entre la
respuesta vascular obtenida en segmentos arteriales procedentes de conejos

machos, respecto a la de conejos hembras.

El conjunto de curvas dosis efecto realizadas en segmentos arteriales
femorales con endotelio presentan un efecto relajador maximo del 95 + 4%
del tono activo conseguido previamente, y una pD, de 9,3 + 0,03 x 10"M;

estos resultados se muestran en la Figura 18 y 19, y en la Tabla X VL

Estas arterias femorales con endotelio integro, una vez realizadas las
primeras curvas, se lavaban numerosas veces y tras comprobar nuevamente
la integridad funcional del endotelio y de la capa muscular, se le
administraba a la preparacion un inhibidor de la sintesis del oxido nitrico, el
L - NA ( 10° M ), treinta minutos antes de la realizaciéon de una nueva
curva dosis efecto de la milrinona.  El efecto relajador méaximo de la
milrinona no disminuy6 por la presencia del L - NA, consiguiendo una
relajacién del 94 % + 5 % ; y la pD, presentd un valor de 2,1 + 0,04 x 10°°
M, no mostrando diferencias estadisticamente significativas, con las curvas
dosis respuesta obtenidas en arterias femorales con endotelio y sin L - NA,
lo que implica que el tratamiento con L - NA no modifico
significativamente la respuesta a la milrinona, en las arterias femorales con

endotelio integro. ( Figuras 18 y 19, y Tabla XVI)
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Figura 18. Efectos de la milrinona sobre arterias femorales con endotelio;
curvas dosis efecto realizadas con lactato de milrinona ( rojo ), con polvo de
la milrinona ( verde ), v en presencia de L - NA ( amarillo ).
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Figura 19, Efectos de la milrinona en arterias femorales con endotelio y sin
nigin otro farmaco (rombos rojos), arterias intactas pretratadas con L - NA
(10° M) (tridngulos verdes), y arterias femorales sin endotelio (circulos
azules).
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Art, FEMORALES pD, RELAJACION
(M) { % del tono activo )
CON ENDOTELIO | 9,3+0,03x107 95 + 4
L -NA 2,1+0,04 x10° 94 +5
SINENDOTELIO | 1,1 +0,06 x10°° 94 + 4

Tabla XVI. Valores de la pD, ( M ) y Ia relajacion maxima ( % ) de las
curvas dosis-efecto para la milrinona, en arterias femorales con endotelio

integro ( control ), sin endotelio, y arterias integras en presencia de L - NA
(10° M).
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1.5.4. Efectos de la milrinona sobre las arterias femorales sin endotelio

Desendotelizamos otros 36 segmentos arteriales femorales,
insertandolos dentro de un alambre de superficie suaverente rugosa, y
haciéndolos girar en ambos sentidos sobre el alambre. Estos segmentos

procedian de 12 conejos, 7 machos y 5 hembras.

Estas arterias s¢ estabihzaron durante 120 minutos, en una tension
basal de 1500 mg. , posteriormente se estimularon con fenilefrina (10° M),
con lo que se consiguid un tono activo inducido que presenté una media de
5,4+042gr.

Las curvas dosis respuesta realizadas con la milrinona y con lactato
de milrinona mostraron una relajacion dosis dependiente, y presentaron un
efecto relajador maximo del 94 + 4 % del tono activo previamente
conseguido, y una pD; de 1,1 + 0,06 x 10° M, no existiendo diferencias
estadisticamente significativas { p < 0,05 ) en la pD,, ni en el efecto
vasodilatador méaximo, entre las curvas obtenidas de las arterias femorales
con y sin endotelio, lo que indica que la vasodilatacion producida por la
milrinona en arterias femorales de conejo no depende de la presencia integra
del endotelio. No se observaron diferencias estadisticamente significativas
(p>0,05) en 1a respuesta vascular obtenida con la milrinona y con lactato de
milrinona, y tampoco existieron diferencias entre las curvas dosis respuesta
de segmentos arteriales femorales de animales macho, y los de animales
hembra ( Figura 20 y Tabla XV1).
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Figura 20. Efectos de la milrinona (3 x 10 - 10™) sobre arterias femorales
sin endotelio, de conejos macho ( azul ), y de conejos hembra ( rosa ), no
encontrandose diferencias estadisticamente significativas ( p > 0,05 ), entre
ellos.
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2. Inferencia estadistica

2.1. Comparacién de los efectos de la milrinona sobre las

arterias pulmonares y femorales

Comparamos los efectos de la milrinona sobre el territorio vascular
pulmonar, con los obtenidos en arterias femorales en iguales condiciones,
asi comprobamos que existian diferencias estadisticamente significativas
(p<0,01), entre la vasodilatacién inducida en arterias pulmonares (pD, de
2,8+0,03 x 10" M ), y las arterias femorales (pD; de 9,3 + 0,06 x 107 M),
ambas con endotelio integro, presentando una diferencia en la pD, de 6,2 +
0,04 x 107 M.  Sin embargo, no existen diferencias estadisticamente
significativas ( p > 0,05 ), en el efecto vasodilatador maximo,
consiguiéndose en ambos territorios, la vasodilatacion completa de la

contraccion inducida previamente.( Figura 21 y Tabla XVII )

La administracion de L - NA ( 10 ° M) en las arterias pulmonares y
femorales con endotelio integro no bloqueaba el efecto vasodilatador de la
milrinona en ninguno de los dos territorios vasculares; sin embargo,
comparando los efectos del L. - NA sobre la vasodilatacion que produce la
milrinona, en las arterias pulmonares con endotelio integro ( la pD, presento
un valor de 0,6 + 0,07 x 107 M ) y en las arterias femorales con endotelio
intacto ( pD, 1,1 + 0,06 x 10° M ), se observa una mayor diferencia en la

pD; que sin el L - NA ( 1,04 + 0,05 x 10° M), ya que el L. - NA no sélo no
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ARTERIAS PULMONARES Y FEMORALES CON ENDOTELIO

10 minutos
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Figura 21. Comparacion de los efectos de la milrinona entre arterias
pulmonares ( azul ), v arterias femorales ( rojo ), ambas con endotelio
integro.
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Art. PULMONAR pD, RELAJACION
(M) ( % del tono activo)
CON ENDOTELIO | 2.8+01x 107 96 + 4
CON L -NA 9,1 4+0,09x 107 99 + |
SIN ENDOTELIO | 1,3+0,04x 107 9 + 5
Art. FEMORAL
CON ENDOTELIO | 9,3+0,03x107 95 + 4
CON L-NA 2,1+0,04 x10° 94 + 5
SIN ENDOTELIO | 1,1 +0,06x 10 94 + 4
Tabla XVIL Valores de la pD, (M) y la relajacion maxima obtenidos

de las curvas dosis-efecto de la milrinona, en arterias pulmonares y
femorales, con endotelio integro, sin endotelio, y arterias integras en

presencia de L-NA (107" M),
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contrarresta la vasodilatacion de la milrinona en las arterias pulmonares,
sino que la favorece, mientras que no modifica la vasodilatacion de la

milrinona en el territorio femoral ( Figura 22 y Tabla XVIT ).

Si comparamos las curvas dosis respuesta de la milrinona en las
arterias pulmonares sin endotelio con las arterias femorales también sin
endotelio, vemos que existen pequefias diferencias estadisticamente
significativas, entre ambas, con una pD, de 1,3 + 0,04 x 107 M en las
arterias pulmonares, frente a una pD, de 1,1 + 0,06 x 10° M en las arterias
femorales, con una diferencia significativa (p < 0,01) de 9,7 + 0,03 x107 M.
Por el contrario, no existen diferencias en el efecto vasodilatador maximo,
ya que en ambos territorios arteriales pulmonar y femoral la milrinona
consigue un efecto vasodilatador méximo y completo de la contraccion
inducida con fenilefrina ( Figura 23 y Tabla XVII ).



149

Hesniliadog
e ——

ARTERIAS PULMONARES Y FEMORALES PRETRATADAS CON L - NA
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Figura 22. Comparacion de los efectos de la milrinona entre arterias
pulmonares ( azul ) y arterias femorales ( rojo ), ambas con endotelio integro
y pretratadas con L - NA ( 10° M ).
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ARTERIAS PULMONARES Y FEMORALES SIN ENDOTELIO
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Figura 23. Comparacién de los efectos de la milrinona entre arterias
pulmonares ( azul ) y arterias femorales ( rojo ), ambas sin endotelio.
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1. DISCUSION METODOLOGICA

Para poder estudiar el comportamiento fisiologico, y farmacologico,
del sistema circulatorio arterial, se han disefiado multitud de sistemas y
modelos experimentales. Inicialmente se realizaron todos los esfuerzos por
desarrollar estudios in vivo, pensando idealmente que seria mejor estudiar

este sistema arterial, en la propia vasculatura intacta. (41 42)

Sin embargo, pronto se pudo observar grandes limitaciones a estos
estudios in vivo, por dos tipos de razones: por un lado las derivadas de las
propias limitaciones de las técnicas de medicién, ya que los aparatos con
que contamos en la clinica para el estudio de la circulacion arterial estan
sometidos a grandes imprecisiones, y ademas, la mayoria de los datos de
resistencias y flujos arteriales, no son medidos directamente, sino calculados
a partir de las de presiones obtenidas. Todo ello hace a estos aparatos mas
fiables para un seguimiento evolutivo in vivo, que fiables a la hora de
conocer exactamente un valor absoluto de un parametro hemodinamico

especiﬁco. (39,40 41)

En segundo lugar, y si cabe aiin mas importante, hay que recordar que
en el animal en vivo se estudian efectos farmacoldgicos totales, siendo muy
dificil, y a veces imposible, conocer a través de qué mediadores fisiologicos
se ha conseguido ese efecto farmacolégico.  Por el contrario cuando
queremos profundizar en el conocimiento de los mecanismos de actuacion

de un farmaco, los estudios in vitro nos permiten individualizar cada una de
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las vias fisiolodgicas de acci6n, ya que se conocen agentes agonistas y
antagonistas para cada una de ellas, de tal forma que cuando se obtiene un
efecto farmacolégico determinado, mediante el empleo de sustancias
agonistas, y posteriormente se revierte mediante los antagonistas, podemos
conocer con gran precision los mecanismos fisioldgicos por los que esta

actuando el farmaco. (30 40

También los estudios in vitro de las acciones de farmacos sobre el
sistema vascular permiten un estudio comparativo muy exacto sobre los
efectos de un mismo farmaco en los distintos territorios vasculares,
arteriales y venosos, encontrando mejor posibles diferencias, v pudiendo
saber a qué son debidas. Sin embargo, en los estudios en vivo son dificiles
de realizar estos estudios comparativos vasculares, ya que se juntan tal
cantidad de interacciones fisioloégicas y farmacoldgicas, a la vez, que
pueden alterar los resultados obtenidos, y sobre todo, imposibilitar el estudio

detallado de las vias y mecanismos de actuacion del farmaco. go.41)

Nosotros nos decidimos por la técnica de registro isométrico de
segmentos vasculares aislados montados en alambres, por reunir dos
caracteristicas importantes: por un lado, la sencillez en su preparacion ¢
interpretacién de los resuitados, lo que evita que se produzcan sesgos
debidos a la técnica de estudio, y a la vez, una igual o mayor fiabilidad que
el modelo de segmentos arteriales con cilindros vasculares canulados; la
unica tedrica ventaja que presenta este ultimo modelo frente al de los anillos

montados en alambres, es que se trata de una técnica mas moderna,
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desarrollada con posterioridad, y que intenta ser una aproximacion més

fisiologica al estado in vivo.

Por esta serie de razones, la técnica de registro isométrico de
segmentos vasculares aislados en bafio de 6rganos, tiene plena actualidad y
vigencia para el estudio de ia fisiologia del sistema cardiovascular, vy de los
efectos de cualquier farmaco sobre este sistema. Tan es asi, que nunca
falta en la caracterizacion farmacologica de cualquier farmaco, y siempre
ocupa un lugar importante en los laboratorios de experimentacion de
cualquier Departamento de Farmacologia o Fisiologia, y en la Industria

Farmacéutica. (39.40,41,42)

2. DISCUSION DE RESULTADOS

2.1. Estudios de respuesta vascular vasoconstrictora

Dentro de los ensayos preliminares, en los que estudiamos los efectos
de las sustancias vasoconstrictoras, noradrenalina y fenilefrina, sobre los
segmentos arteriales pulmonares y femorales de conejo, escogmmos la
fenilefrina como agente, para la precontraccion de estos segmentos, en los

estudios posteriores de curvas dosis efecto, ya que la contraccion que esta
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sustancia inducia era mas duradera y estable que la que conseguimos con el

empleo de noradrenalina.

Cuando se realizan las curvas dosis - respuesta de la milrinona, es
muy importante precontiraer a los segmentos vasculares con farmacos
vasoconstrictores que induzcan una contraccion estable durante un tiempo
superior a setenta minutos, ya que por el mecanismo de accion de la
milrinona, transcurren diez minutos en estabilizarse la curva dosis -
respuesta tras cada dosificacion acumulativa; por tanto, si empledramos
sustancias vasoconstrictoras cuya contraccion disminuyera espontaneamente
en esos seienta primeros mimitos, estariamos enmascarando los resultados

vasodilatadores de la milrinona.

Por esta misma razon, en estudios sobre agentes vasodilatadores, en
los que se necesita el empleo de una sustancia vasoconstrictora para la
realizacién de las curvas dosis - respuesta de inhibicion, y se requiere que
ésta permanezca estable durante un tiempo prolongado, muchos otros
autores  también  emplean la  fenilefrina  como  agente

vasoconstrictor. (192,238 239)
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2.2. Estudios de respuesta vascular a marcadores endoteliales

También hay que destacar, dentro de los estudios preliminares de los
efectos vasculares de los marcadores funcionales de integridad endotelial
(acetilcolina y A.T.P.) en los segmentos arteriales pulmonares y femorales
de conejos, la respuesta vasoconstrictora que obtuvimos con la acetilcolina,
en los segmentos arteriales pulmonares. En general, el principio de accién
de estos marcadores funcionales de integridad endotelial, es estimular la
produccion del Factor Relajante Derivado de Endotelio (E.D.R.F.), que al
liberarse produce vasodilatacion, solo en aquellos segmentos vasculares que
tengan el endotelio integro; sin embargo, no se producira vasodilatacion, en
los segmento vasculares a los que se les haya quitado el endotelio, de forma

ntencionada o inadvertida.

La acetilcolina es el agente mas clasico y tradicional de este tipo de
marcadores funcionales; es mds, historicamente se puede decir que el
descubrimiento del Factor Relajante Derivado del Endotelio por Furchgott y
ZawadzKi 51y, se debe a la acetilcolina, y a su caracteristica de estimular los
receptores muscarinicos endoteliales, activando la sintests y liberacion
endotelial del E.D.R.F., y asi se produce vasodilatacién cuando el endotelio
esté integro, en la mayoria de los territorios vasculares, aunque ia respuesta
no es uniforme.  Por eso, siempre que se realiza un estudio sobre
funcionalidad endotelial, se valora el efecto de la acetilcolina en el territorio

vascular especificamente valorado. (39 51 53
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La respuesta vascular a la acetilcolina es variable, pudiendo producir
vasodilatacién o vasoconstriccion, segln el territorio vascular, la especie
animal, incluso la dosis de acetilcolina, o las condiciones fisiopatologicas

del lecho vascular en estudio. (39 53 60.241)

Son ya clasicos los estudios de Knight y col. (75 , en los que
demostraron que la inyeccion intracoronaria, en mandriles sanos sedados, de
una dosis baja de acetilcolina producia vasodilatacion coronaria, sin
embargo, dosis altas producian, en €sos mismos animales, vasoconstriccion
y disminucion del flujo sanguineo coronario. FEsta respuesta vascular a la
acetilcolina, no se veia alterada por el bloqueo de los receptores o y BB
adrenérgicos, pero se abolia mediante la administracion de atropina. Por el
contrario, la arteria iliaca de estos mandriles siempre respondia con

vasodilatacion a cualquier dosis de acetilcolina administrada. (6o 76)

Ludmer y col. p42) estudiaron los efectos de la acetilcolina en arterias
coronarias sanas y con arterioesclerosis de hombres, y comproboé que
cuando existia esta enfermedad, las arterias respondian con
vasoconstriccion; en cambio, en arterias coronarias sanas se€ producia
vasodilatacion. Este efecto paraddjico se explica porque la arterioesclerosis

produce una disfuncién en la sintesis endotelial de E.D.RF.

Los efectos de la acetilcolina sobre la circulacion arterial pulmonar
también se han demostrado dispares, dependiendo de la especie animal y

condiciones fisiopatolégicas. La circulacién pulmonar, como otros
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territorios  vasculares, recibe inervacion del sistema parasimpatico
colinérgico, de tal forma que varios estudios han demostrado que la
circulacion pulmonar in vitro e in vivo responde a la administracion de
acetilcolina con vasodilatacion; sin embargo, también se han demostrado
respuestas vasoconstrictoras en segmentos arteriales aislados, como ocurre
en nuestro trabajo, y en disefios experimentales de circulacién pulmonar
intacta, jugando un papel fundamental, segin algunos autores, lIa

estimulacion que la acetilcolina puede realizar del tromboxano A;. (241243 244)

2.3. Respuesta vascular pulmonar y femoral a la milrinona

Desde la aparicién en la literatura de los primeros trabajos
experimentales sobre la milrinona en 1983, los estudios se han centrado
siempre sobre su efecto inotrépico positivo, sin embargo, poco se ha
estudiado, salvo en los tltimos cinco afios, sobre como la milrinona ejercia
sus efectos vasodilatadores por relajacion del musculo liso vascular, sobre
sus posibles interacciones con el endotelio vascular, y sobre la posible
diferente potencia vasodilatadora en las diferentes regiones del sistema

cardiovascular. 3 14 15,16,17)

La milrinona produce sus efectos vasodilatadores al incrementar los

niveles intracelulares de AMPc, inhibiendo su degradacion, lo que facilita la
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recaptacion de calcio citosdlico dentro del reticulo sarcoplasmico, vy reduce
la entrada de calcio dentro de Ia célula, disminuyendo la disponibilidad de
calcio para las miofibrillas, produciendo relajacion directa de la fibra lisa
vascular, sin participacion, por tanto, del endotelio en este proceso, lo que
justifica nuestros resultados tanto en el territorio vascular pulmonar vy
femoral de conejos, donde se demostré que no existian diferencias
estadisticamente significativas entre las curvas dosis - respuesta de la

milrinona en arterias con endotelio integro y sin endotelio. 33 181239)

Por tanto, podemos decir que la vasodilatacion producida por la
milrinona sobre el territorio vascular pulmonar y femoral de conejos, es
endotelio independiente, caracteristica ya descrita con anterioridad en aorta
de rata por Tejerina, Sesin, Delgado y Tamargo (5.  Estos autores
estudiaron en profundidad los efectos de la milrinona sobre la contractilidad
y los flujos de calcio transmembrana en segmentos vasculares aisiados de
aorta de rata en bafio de ¢rganos, concluyendo en sus trabajos que la
milrinona inhibe la contractilidad del musculo liso vascular, actuando
directamente sobre la fibra muscular, sobre la que produce una inhibicion de
la entrada de calcio a la célula, y a la vez facilita la recaptacion de calcio por
el reticulo sarcoplasmico, lo que disminuye la disponibilidad de calcio

citosolico para la contraccion.

Estudios posteriores también confirman que la milrinona es un
vasodilatador que no necesita factores derivados del endotelio para relajar la

fibra lisa vascular, y ademas se ha demostrado que la milrinona no activa ni
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los recepiores adrenérgicos ni los histaminérgicos 35239 En nuestros
estudios, en los que inhibiamos selectivamente la produccion de oxido
nitrico endotelial en segmentos arteriales pulmonares y femorales de conejos
con endotelio integro, los resultados demuestran que los efectos
vasodilatadores de la milrinona no disminuyen, ni en el territorio femoral ni

en el pulmonar, al bloquear la sintesis de 6xido nitrico.

Por tanto, podemos sugerir, que la milrinona es un agente relajante
directo de la fibra lisa vascular de arterias femorales y pulmonares de
conejos sanos, sin mediar en esta vasodilatacion ni el 6xido nitrico, ni
ningin otro factor vasodilatador derivado del endotelio.  En estudios
previos, también se ha demostrado que la milrinona posee efectos
vasodilatadores sobre diferentes territorios vasculares de animales y
hombres; asi, Defeo y col. 4 publican, por primera vez, los efectos
vasodilatadores de la milrinona sobre arterias coronarias humanas; Lindgren
y col. (247) estudian en 1989, los efectos vasodilatadores de la milrinona
sobre arterias y venas mesentéricas humanas, y estos mismos autores, en
1991 (238 , realizan un estudio comparativo de los efectos vasculares de la
milrinona sobre arterias coronarias, pulmonares y renales, humanas y de
ratas, en el que llegan a la conclusion que la milrinona tiene efectos
vasodilatadores en todos estos territorios vasculares, y que es un
vasodilatador menos potente sobre arterias renales y pulmonares de rata, en

comparacion con estos mismos territorios de hombres. (235 246.247)
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Harris y col. (243, estudiaron comparativamente in vitro los efectos de
la milrinona sobre segmentos arteriales coronarios, renales y cerebrales de
perros sanos, llegando a la conclusiéon que la milrinona es un vasodilatador
mas potente y selectivo de arterias coronarias, que de arterias renales o
cerebrales, que esta accion vasodilatadora se debe a la elevacion de los
niveles intracefulares de nucleétidos ciclicos, y que su mecanismo de accién

difiere de los efectos vasodilatadores de los calcio antagonistas, nimodipino

y nifedipino.

Recientemente Salmenperd y Levy (39) han estudiado in vitro los
efectos vasculares de la milrinona, la enoximona, la amrinona y la
papaverina, sobre segmentos aislados de arteria mamaria interna humana,
llegando a la conclusion que la milrinona es la que presenta una curva dosis
- respuesta con la EDsy menor, v por tanto es la més potente vasodilatadora,
y la que mas utilidad presentaria en la prevencion del vasoespasmo de la
arteria mamaria interna, tras la cirugia de revascularizacion coronaria con

esta arteria.

Nuestros estudios comparativos de la potencia vasodilatadora de Ila
milrinona sobre el territorio vascular pulmonar y femoral muestran una
curvas dosis - respuesta muy parecidas, pero con una EDs, siempre menor
en las arterias pulmonares, tanto con como sin endotelio, lo que indica que
la milrinona es mas potente sobre las arterias pulmonares que sobre las
femorales de conejos Gigante Espafiol, aunque esta diferencia vasodilata-

dora sea pequeiia.
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Los primeros estudios dirigidos de forma clara sobre los efectos de la
milrinona en [a circulaciéon pulmonar fueron realizados por Harbison y col.
@49 en anillos arteriales pulmonares aislados de vacas y lecho vascular
pulmonar de gatos, comparando los efectos de la milrinona con los
obtenidos con amrinona, concluyendo que la milrinona tiene efectos mas

potentes sobre la circulacién pulmonar.

Rossing y Dorazen (250 investigaron los efectos del isoproterenol, la
aminofilina, y la milrinona, sobre el musculo liso traqueal, el parénquima
pulmonar, y sobre las arterias pulmonares de cerdos, concluyendo que la
milrinona era el tnico farmaco que tenia un efecto vasodilatador mas
potente sobre las arterias pulmonares que sobre el musculo traqueal o €l
parénquima pulmonar, afiadiendo como hallazgo muy novedoso, en cuanto
al mecanismo de accién de la milrinona, el que la indometacina era capaz de
inhibir la vasodilatacion que la milrinona producia sobre la fibra lisa
traqueal; sin embargo, no alteraba su efecto sobre los vasos arteriales
pulmonares y sobre el parénquima pulmonar, sugiriendo que la milrinona
puede tener distintos mecanismos de accion segun los diferentes tejidos, y
que, al menos en la fibra lisa traqueal, deben jugar un papel importante las

prostaglandinas, en la relajacién que la milrinona produce en este tejido.

Tajimi , Tanaka y col. (51 han abierto una linea de investigacion,
centrada en los efectos vasodilatadores de diferentes inhibidores de
fosfodiesterasas, sobre la circulacion pulmonar, asi en 1989, demostraron

que el ZSY - 27, un nuevo derivado biperidinico, inhibidor de
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fosfodiesterasas del tipo III, con potentes efectos vasodilatadores e
inotropicos, presentaba una vasodilatacion pulmonar selectiva en perros con

hipertension pulmonar.

Estos resultados les hicieron estudiar los efectos de la milrinona sobre
la circulacién pulmonar de perros con hipertension pulmonar, provocada
mediante la inyeccion masiva de fragmentos de musculo del propio animal,
en comparacion con perros sanos. En estas primeras investigaciones
llegaron a la conclusibn que la milrinona podia poseer un efecto
vasodilatador pulmonar selectivo en petros con hipertension pulmonar; sin
embargo, no pudieron explicar el mecanismo por el cual se produce esta
selectividad de accion, postulando que uno de los factores principales seria
la inhibicién de la agregacién plaquetaria producida por la milrinona al
incrementar el AMPc dentro de las plaquetas, y esto disminuiria la presion
arterial media pulmonar. Estos autores concluyen que se necesitarian mas
estudios de los efectos de la milrinona sobre la circulacion pulmonar para

conocer mejor estos efectos. (352 253

Estudios posteriores de Tanaka y col. (354 evalan los efectos de la
milrinona sobre el contenido pulmonar de agua, en perros con hipertension
pulmonar inducida mediante la myeccion de bolitas de cristal disueltas en
suero salino, en estos perros, la milrinona volvié a demostrar efectos
vasodilatadores pulmonares selectivos.  Para estudiar el mecanismo de
accién midieron en estos animales el contenido pulmonar de agua, mediante

el célculo del volumen pulmonar de agua extravascular por técnica de
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termodilucion ( E'T.V. | ), ademas la mitad de los animales se sacrificaron,
y también se medié gravimétricamente el volumen de contenido pulmonar

de agua.

Los autores concluyeron que la milrinona produce vasodilatacion
pulmonar en perros con hipertension pulmonar, dando lugar a una reduccion
en ¢l gradiente de presion transmural de los capilares pulmonares, como
expresa la hipotesis de Starling. De esta forma Tanaka y col. 554y sugieren
que la reduccion del gradiente de presiones transmural capilar que produce
la milrinona, puede también prevenir ¢l aumento del volumen de agua
pulmonar extravascular, por lo que la milrinona tendria un efecto preventivo
en la formacion de edema pulmonar. Los autores justifican este efecto
farmacolégico de 1a milrinona por el incremento de los niveles de AMP¢
dentro de la fibra lisa muscular y también dentro de las plaquetas y del
endotelio vascular, lo que hace que se estabilice de forma directa o indirecta

la permeabilidad endotelial capilar pulmonar.

La mayoria de los estudios clinicos en hombres se han dedicado a los
efectos de la milrinona en pacientes con insuficiencia cardiaca crénica,
prestando poca atencién al soporte hemodindmico en insuficiencias
cardiacas agudas o reagudizaciones de insuficiencias cardiacas cronicas.
En los ultimos cuatro afios se estdn dirigiendo los estudios hacia las
situaciones de fallo miocéardico agudo, y recientemente, se centran en la
evaluacion de los posibles efectos beneficiosos en pacientes con

insuficiencia cardiaca aguda e hipertension puimonar, situacioén frecuente en
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Hay varios factores que han influido en el aumento de la incidencia
de episodios de hipertensién pulmonar en el periodo postoperatorio de las
cirugias mencionadas; por un lado se ha incrementado importantemente la
edad media de los pacientes que se operan, debido al aumento de la
esperanza media de vida en la poblacion, y también a que hoy dia se
aceptan para cirugia pacientes en condiciones clinicas muy limite, que antes
se rtechazaban por la escasa supervivencia postoperatoria, habiendo
aumentado el nimero de pacientes que ya han sido operados varias veces,

incluso de cirugias de alta mortalidad y morbilidad. ss,

Dentro de los primeros estudios clinicos que sugieren que la
milrinona produce una reduccién significativa en las resistencias vasculares
pulmonares, se encuentran los realizados por Scott Monrad y col. (356, que
valoraron los efectos de la milrinona sobre la circulacion coronaria y el
consumo energético miocardico en 18 pacientes con insuficiencia cardiaca
grado Il y IV de la New York Heart Association ( N.Y . H.A. ); sin embargo,
sus resultados se centran en el efecto inotrépico positivo potente de la
milrinona, sin que se produzca un incremento significativo del consumo

miocardico de oxigeno.

Benotti y col. 15y realizaron uno de los primeros estudios

farmacocinéticos y farmacodindmicos de la milrinona, en pacientes con
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insuficiencia cardiaca severa grado IIl y IV de la N.Y.H.A_, en el que ya
reconoce que la milrinona produce una disminucion dosis dependiente de la
presion arterial pulmonar; sin embargo, propone un modelo de distribucion
de la milrinona bicompartimental, que hoy dia se encuentra en entredicho,
gracias a investigaciones recientes, que muestran que un modelo

tricompartimental se ajusta mejor a la biodistribucion de este

:::::

Eichorn y col. (357 inicialmente, y Mager y col. (555 maés
recientemente, estudiaron los efectos de la milrinona sobre Ia funcion del
ventriculo derecho en pacientes con insuficiencia cardiaca congestiva
severa, grado funcional IV de la N.Y.H.A., y compararon los efectos de la
milrinona con los obtenidos con dobutamina. Llegaron a la conclusiéon que
¢l incremento en la fraccion de eyeccion del ventriculo derecho era
comparable con ambos tratamientos; sin embargo, solo en ¢l tratamiento con
la milrinona se acompafiaba, simulténeamente, ¢l incremento en la funcion
inotropica positiva con una clara reduccién en la postcarga dei ventriculo
derecho, en contraposicion con ¢l tratamiento con dobutamina, ¢n el que la
mejora de la funcién ventricular derecha se debia fundamentalmente a un
incremento del inotropismo positivo, con escasa repercusion sobre la

postcarga del ventriculo derecho.

En los 1itimos afios estan apareciendo estudios encaminados a valorar
la efectividad de la milrinona en la recuperacion tras circulacion

extracorpdrea y en el postoperatorio inmediato de cirugia cardiaca. Dentro
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de estas investigaciones son de referencia obligada los trabajos de Feneck y
el Grupo de Estudio Muiticéntrico Europeo sobre la milrinona (34, n los
que noventa y nueve pacientes que fueron operados electivamente, para
revascularizacion coronaria, sustituciéon de valvula mitral o sustitucion de

valvula adrtica, fueron tratados con la milrinona. (631 32 33.37.177.210.255)

Estos estudios demostraron que la milrinona producia un efecto
beneficioso en el gasto cardiaco, pero ademas del efecto sobre la
contractilidad miocardica, se demostré que se producia una reduccion
significativa en la presion pulmonar media, v en las resistencias vasculares
pulmonares de estos pacientes, tras una dosis de carga de 50 ugr. / Kg.
durante 10 minutos de milrinona. Los resultados sobre los efectos en la
circulacién pulmonar fueron muy variables, no teniendo una relacion clara
con la dosis administrada; sin embargo, los propios autores reconocen que
esto puede ser debido a que se trataba de un grupo de pacientes muy
heterogéneo, no existiendo un grupo especifico de pacientes con

hipertensién pulmonar. (3 24 26 255)

Por ello, estos mismos autores subdividieron los pacientes en dos
grupos, segin la cifra de resistencias vasculares pulmonares que presentaron
antes de ser tratados con la miirinona; pacientes con y sin hipertension
pulmonar. Este estudio comparativo mostrd que s¢ producia una reduccion
significativa en la presion arterial pulmonar media y en las resistencias
vasculares pulmonares, al igual que un incremento en el indice cardiaco, en

ambos grupos de pacientes tratados; sin embargo, existian diferencias
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significativas entre estos dos grupos, ya que los pacientes con hipertensién
pulmonar previa al tratamiento presentaban un mayor incremento en el
indice cardiaco, a la vez que una mayor disminucion en las resistencias

vasculares pulmonares y en la presion pulmonar media. (23 2426 255)

En los dos ultimos afios se han realizado nuevos trabajos sobre el
empleo de la milrinona tras cirugia cardiaca, estudiando detalladamente la
farmacocinética y la farmacodinamia de este producto tras la circulacion
extracorpérea. Por un lado Das y col. 31y evaluaron siete pacientes tras
cirugia electiva cardiaca con circulacién extracorporea, Bailey y col. gy
estudiaron veinticinco pacientes en estas mismas circunstancias, con tres
distintas pautas terapéuticas, y Butterworth JF y col. 3 , analizaron el
empleo de la milrinona a diferentes dosis, en veintinueve pacientes, tras
cirugia cardiaca electiva con utilizacion de circulacion extracorpérea. Un
dato novedoso que aportaron estos tres estudios fue que el modelo de
distribucién que mejor se ajusta a la milrinona es el tricompartimental,
mejor que el bicompartimental descrito en los estudios farmacocinéticos

pr EViOS'(37,I77,210)

Aparte de este nuevo dato, que una vez mas pone de manifiesto que la
milrinona sali®6 al mercado sin el suficiente nimero de estudios
experumentales preliminares, de una forma precipitada, también se
demuestra que la milrinona produce reduccion significativa de las

resistencias vasculares pulmonares y de la presion pulmonar media en el
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postoperatorio de cirugia cardiaca electiva con  circulacion

€Xtracorporea. 3y 32,33.37.177.210)

Chang y col. 37 han evaluado los efectos hemodindmicos del
tratamiento con la milrinona en diez neonatos que presentaban bajo gasto
cardiaco postcirculacion extracorpérea, tras cirugia cardiaca electiva.
Llegaron a la conclusion que la milrinona reduce las presiones de llenado de
ambos ventriculos, la presion arterial media sistémica y pulmonar, y las
resistencias vasculares arteriales sistémicas y pulmonares, incrementando al
mismo tiempo el indice cardiaco, sin aumentar el consumo miocardico de
oxigeno; sin embargo, se muestran cautelosos en relacion a las posibles
propiedades vasodilatadoras selectivas sobre Ia circulacién pulmonar,
sugiriendo que se necesitarin mas estudios, con un mayor nimero de
pacientes, para esclarecer las propiedades vasodilatadoras pulmonares de la

milrinona.

Dentro de los estudios espaiioles sobre los efectos de la milrinona en
pacientes programados para cirugia cardiaca con circulacion extracorporea,
destaca el trabajo de M.C. Batet y M. Pacheco (»sq) , que compararon los
efectos de la milrinona versus dopamina y nitroglicerina, en el manejo
postoperatorio de 81 pacientes sometidos a cirugia cardiaca electiva, tanto
de revascularizacion coronaria, como de sustitucién valvular mitral o

aortica.
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En el estudio comparativo de estas dos pautas de tratamiento sobre el
efecto vasodilatador en la circulacion pulmonar, estos autores afirman que
en pacientes valvulares con hipertension pulmonar preoperatoria, la
milrinona conseguia una disminucidén mayor de la resistencias vasculares
pulmonares ( R.V.P. ) y de la presién pulmonar arterial media ( P.AP.M. )
que la dopamina combinada con la nitroglicerina; sin embargo, esta
diferencia en los efectos vasodilatadores entre los dos tratamientos, no se
mantenia en los enfermos con enfermedad coronaria y sin hipertension
pulmonar, en los que la milrinona produce una disminucion inicial de las
RV.P. y de la PAMP., que no se¢ mantiene en las veinticuatro horas

Siguientes . {259)

Batet y Pacheco (»59) concluyen en este trabajo que el tratamiento con
la milrinona, en pacienies con patologia valvular y coronaria intervenidos de
cirugia cardiaca bajo circulacion extracorpdrea, ticne unas consecuencias
hemodindmicas, inotrapicas positivas y vasodilatadoras, claras, que permite
considerario como una mejor opcién terapéutica que el tratamiento con
dopamina mas nitroglicerina. La milrinona produce un aumento
significativo del gasto cardiaco, del indice cardiaco, de los indices de
trabajo ventriculares, v del indice de volumen sistélico, al igual que un
descenso de las resistencias vasculares pulmonares y sistémicas, sobre todo

en enfermos valvulares.

Clarke y col. (2¢0) realizaron estudios de los efectos de la milrinona, el

dipiridamol y el zaprinast sobre la circulacion pulmonar de conejos. En
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estos trabajos se incrementaron, inicialmente, las resistencias vasculares
pulmonares ( R.V.P. ), mediante la administracion de un agonista del
tromboxano A,, el U46619, realizindo a continvacién curvas dosis -
respuesta de inhibicion de las R.V.P., mediante los tres farmacos, individual

y conjuntamente.

Estos autores llegaron a la conclusion que tanto la milrinona ( un
inhibidor selectivo de la fosfodiesterasa del grupo IIT ), como el dipiridamol
y €l zaprinast ( inhibidores selectivos de la fosfodiesterasa del grupo V ),
son capaces de disminuir las R.V.P. de forma dosis dependiente, y ademas,
la combinacion de un inhibidor de la P.D.E. del grupo V con la milrinona

actia de forma sinérgica en la reduccidn de las R.V.P. 40

Sin embargo, los mhibidores de la fosfodiesterasa del grupo V
presentaron una EDs, menor que la milrinona, por lo que estos autores
opinan que tanto la fosfodiesterasa del grupo III, como Ja del grupo V,
juegan un papel importante en el control de las R.V.P., aunque la
fosfodiesterasa del grupo V debe realizar una funcion mas destacada. A la
vista de estos resultados, proponen més investigaciones para dilucidar si el
uso combinado de la milrinona y el dipiridamol, pudiera jugar un papel

importante en el tratamiento de la hipertension pulmonar. (260

El tratamiento efectivo de la hipertension pulmonar reversible
dependera de muchos factores; en primer lugar, de los cambios

fisiopatolégicos que se hayan producido en el corazén, fundamentalmente
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sobre la funcion del ventriculo derecho, y los cambios sobre los vasos
arteriales pulmonares, asi como de la selectividad farmacologica sobre ta
circulacion pulmonar.  Logicamente el tratamiento de la hipertension
artertal pulmonar tendra sentido siempre que ain no se haya llegado a la
fase terminal, en la que la hipertensién pulmonar estd irreversiblemente

establecida y ha causado un fracaso ventricular derecho intratable.

En el manejo de la hipertension pulmonar siempre se ha intentado
buscar farmacos vasodilatadores selectivos que solo produjeran
vasodilatacion pulmonar; sin embargo, todos los farmacos que se han
utilizado ( nitroprusiato sodico, tolazolina, prostaglandinas, isoproterenol,
etc... ), han presentado el inconveniente de producir vasodilatacion
sistémica conjuntamente, por lo que en muchas ocastones, no solo no
mejoran la clinica del paciente, sino que la empeoran. En este sentido, ¢l
gran avance terapéutico, sin ninguna duda, lo ha supuesto el oxido nitrico
inhalado, Unico agente vasodilatador pulmonar selectivo que carece de

efectos vasodilatadores sistémicos. (1)

A vpesar de la aparicidbn de este vasodilatador selectivo, sigue
existiendo un vacio terapéutico en el manejo de la hipertension pulmonar,
cuando ésta se asocia a disfuncion ventricular y bajo gasto cardiaco,
situacion frecuente, tras cirugia cardiaca con circulacion extracorporea,
donde es necesario disponer de agentes con cierta selectividad
vasodilatadora pulmonar, y ademas, de un potente efecto inotrépico

positivo. En estas situaciones fa milrinona, al igual que otros mhibidores de
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PDE. del grupo II en estudio, ocupardn un papel terapéutico

importante.(g-,,g_g 5)

Como ya hemos expuesto, existen varios estudios, experimentales y
clinicos, que sugieren que la milrinona tiene un papel beneficioso en el
tratamiento de Ia hipertension pulmonar reversible, sobre todo cuando esta
se ve asociada a una situacién de bajo gasto cardiaco, aunque hay que
guardar siempre una gran cautela al trasladar a la clinica los datos
obtenidos, en los estudios experimentales, al igual que en la interpretacion
de datos obtenidos en series clinicas, donde el nimero de pacientes es
escaso, y ademds, se juntan tantas situaciones fisiopatoldgicas en un mismo
paciente, que enmascaran los resultados y hacen verdaderamente dificil su

homogeneizacion.

Por otra parte, no todos los trabajos sobre la milrinona son tan
positivos; es mas, su primer estudio clinico prospectivo randomizado de
supervivencia, el estudio PROMISE (316, en el que se realizé un tratamiento
oral con dosis altas de la milrinona ( 40 mg. diarios durante varios meses ),
en pacientes con insuficiencia cardiaca severa grado funcional Il y IV de la
N.Y.H.A., demostré que el grupo de pacientes tratados con la milrinona
presentaba un 28 % mas de tasa de mortalidad que el grupo tratado con
placebo, por lo que hubo que interrumpir el ensayo antes de su finalizacién.
Se achaco este aumento de mortalidad que produjo la milrinona, a una

capacidad arritmogénica del farmaco, que en estudios electrofisiologicos
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posteriores no se ha podido demostrar, o por algin dafio sobre la célula

miocdrdica no bien conocido. oy,

También algunos autores, como Remme y col. (6223 , nNo son
partidarios del tratamiento crénico con la milrinona para los estados de
insuficiencia cardiaca, ya que segun sus estudios la milrinona produce
efectos contrapuestos sobre la funcion de bomba del corazon; asi pues, en
los pacientes con moderada o leve insuficiencia cardiaca, que presentan
presiones capilares pulmonares menores de 15 mm Hg., no sélo no se
incrementaba el gasto cardiaco con la administracién de una sola dosis oral
de la milrinona, sino que incluso disminuia, por que Remme desaconseja el

tratamiento crénico con la milrinona para la insuficiencia cardiaca.

Sin embargo, estudios mas rectentes, realizados por Seino y col. 34,
con un numero considerablemente mayor de pacientes, han evaluado los
efectos hemodinamicos y la farmacocinética del tratamiento oral con la
milrinona, en situaciones de insuficiencia cardiaca aguada o crénica
reagudizada, obteniendo en todos ellos un incremento en el indice cardiaco,
a la vez que una disminucion en la presion capilar pulmonar, acompafiado
todo ello con una mejora clara de los sintomas subjetivos y de la exploracion
clinica del paciente, por tanto este grupo de autores vuelve a valorar
positivamente el tratamiento oral con la milrinona a dosis bajas (10 mg/dia),
durante cortos periodos de tiempo, para el soporte inotrdpico, en pacientes

con fallo cardiaco agndo o crénico descompensado.
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Una vez analizados y discutidos nuestros resultados, las principales

conclusiones a las que hemos llegado, se exponen a continuacion:

1.  La milrinona produce vasodilatacion dosis dependiente en
anillos arteriales pulmonares v femorales de conejos Gigante Espafiol,
consiguiendo en ambos territorios una relajacion completa de la
contraccidn inducida previamente con fenilefrina.  No encontramos
diferencias en los efectos vasculares de la milrinona en relacion con el

sexo de los animales.

2. La desendotelizacion de los segmentos arteriales pulmonares y
femorales, no disminuye los efectos vasodilatadores de la milrinona,
por lo que podemos decir que la vasodilatacion inducida por ésta es

endotelio-independiente.

3.  La inhibicion selectiva de la sintesis de éxido nitrico, mediante
el empleo de un andlogo de la L - arginina { L - NA ), en segmentos
arteriales pulmonares de conejos con endotelio integro, potencia la

accion vasodilatadora de 1a milrinona.

4.  Lainhibiciéon de la sintesis de 6xido nitrico en aniflos arteriales
femorales con endotelio integro, no modificé la respuesta vascular a
la milrinona.  Por ello podemos decir que en el territorio arterial

femoral de conejos, el efecto vasodilatador de la milrinona no se ve
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potenciado por la inhibicion de [a sintesis de NO, a diferencia de lo

que ocurre en el territorio arterial pulmonar.

5.  En los estudios comparativos de los efectos vasculares de la
milrinona en los segmentos arteriales pulmonares y femorales, ésta se
presenta como un farmaco vasodilatador potente en ambos territorios,
no existiendo diferencias significativas en el efecto maximo

vasodilatador.

6.  Sin embargo, si comparamos las concentraciones molares de la
milrinona para obtener el cincuenta por ciento del efecto maximo
vasodilatador, en las arterias pulmonares y en las femorales, vemos
que existen diferencias significativas, que nos demuestran que las
arterias pulmonares son mas sensibles a la milrinona que las arterias

femorales.
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