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Introducción

1. Justificación

En las situacionesgravesde insuficienciacardíacaagudalos agentes

inotrópicospositivos son el principal tratamientode soporte,mientras se

corrige la causa que está desencadenandoese fallo cardíaco. Las

principales característicasdel inotrópico positivo ideal, en situacionesde

bajogastocardiaco,serian:quesepuedaadministrarintravenosamente,que

poseauna vida media corta, y un comienzo de acción rápido, siendo

preferiblesaquellosquedisminuyanlaprecargay la postcarga,al reducirlas

presionesde llenadoy la tensiónde las paredesventriculares,así comolas

resistenciasvascularesy, portantola reduccióndel trabajocardíaco.(1,2)

Tambiénes importantequeconsigael mayoraumentoposiblede la

contractilidad miocárdica sin aumentar el consumo de oxígeno del

miocardio, no debe ser taquicardizante,ni disminuir el flujo sanguíneo

coronario, debe favorecerla relajación diastólicade ambosventriculos, y

seguir siendo activo en situacionesde insuficiencia cardíacacongestiva

avanzada,enla quesehadescritounaregulacióna la bajade los receptores

cardiacos simpáticos y un desarrollo muy precoz de fenómenos de

taquifilaxia conel empleode agentessnnpaticomíméticos«í,2,3,4,s,6)

Se ha venido empleandofrecuentemente,en situacionesagudasde

bajo gasto cardiacoagentesinotrópicos simpaticominiéticos,combinados

convasodilatadorespotentes,enlas situacionesmásgraves. En los Últimos

años disponemosde unanuevafamilia de fármacosinotrópicospositivos
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intravenososcon efectos vasodilatadoresdirectos, los inhibidores de las

fosfodiesterasasdel grupoIII denucleátidoscíclicos.(l,2,3,45,67,8)

El primero de estosfármacosinhibidoresde las fosfodiesterasasdel

grupoIII queseutilizó clínicamentefije la anirinona,conla queseempezó

avislumbrarlos beneficiosdedisponerde un fármacoquesimultáneamente

es inotrópico positivo y vasodilatador,lo que suponíauna ventajaclaraen

situacionesde fracasoventricularpredominantementederecho,sobretodo,

si seasociabaestasituacióncon hipertensiónpulmonar. Se comprobósu

utilidaden las situacionesde bajo gastocardíacorefractadasal tratamiento

simpaticomñnético,bien por regulación a la baja de los receptores

adrenérgicos,o bienpor situacionesde taquifilaxiaal tratamientoinotrópico

simpaticomiméticode larga duración. Pero la amrinonapronto fine

desplazadaporun derivadode la misma,lamihinona, inhibidor selectivode

la familia de fosfodiesterasasGMP cíclico inhibidas o grupo III, que

presentauna potenciainotrópicamayor, con menosefectossecundadosy

unavidamediamáscortaquela amnnona.(9,1o,11,12,13,14,1s,16,í7,l8)

La milrinona es un fármacoderivado biperidínico, que provocaun

incrementode AMIPe intracelular al inhibir la enzima que lo degradaen

diferentes territorios. En el miocito cardíaco, el aumento de AMPc

conlíevadeformasimultánea,unaumentodelaconductanciade los canales

lentosde calcio ( 2+> y unaactivacióndel fosfolambano,lo queprovoca

unamayor biodisponibilidadde Ca
2~citosólico y unamayor velocidadde

recaptacióndel Ca2~ intracelular por parte del retículo sarcoplásmico,
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aumentandola contractilidad miocárdicaen la sístole y acelerandola

relajación diastólica, con un importanteefecto inotrópico y lusitrópico

positivo. (17,18,19,20,21,22,23,24,25)

Enla fibra lisavascular,el aumentodeAMPc provocajunto al GMPc

relajaciónvascular,en todoslos territoriosarteriales:sistémico,pulmonary

coronado;y también,en el venoso. Porúltimo, el incrementode AMIPc en

la fibra lisa bronquial provocauna relajación de la misma produciendo

broncodilatación. Debido a que la milrinona actúasobre un segundo

mensajero, inhibiendo la fosfodiesterasaIII degradadorade AMPo, su

accióninotrópicase conservaen las situacionesde regulacióna la bajade

los receptoressimpáticos y en las situaciones de taquifilaxia a las

catecolaminas,no sólono interfiriendoensu acciónfarmacológicasino que

actúa amplificando y potenciando la respuesta simpática«ii,18,19,20,

21,22,23,24,25,26,27,28)

Desdesu introducciónen Españaen 1991, como agentede apoyo

inotropo intravenosodurantecortos periodos de tiempo, se ha visto su

especial beneficio en las insuficiencias cardíacasagudasy graves con
2

indices cardíacosmenoresde 2 1 ¡ m , y con un predominio de fallo
ventricularderechocon hipertensiónpulmonar. En estassituacionesla

milrmnonase ha mostradonovedosafrente a los otros fármacosinotrópicos

positivosintravenososde los quedisponemos.
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Porello, los estudiossobrela mitrinonasecentraronal principio sólo

en sus efectos inotrópicos positivos, dejando a un lado su efecto

vasodilatador,al considerarlocomoun efectocolateraldel fármaco. Hoy

estosestudioshancambiadoy actualmentesepresentala milrinonacomoun

fármacoinotrópicopositivoy vasodilatadorpotente,inclusoalgunosautores

hablande este fármacocomo, un agentevasodilatadordirecto con efectos

positivossobrelacontractilidadmiocárdica.(2930,31,32,33,34,35363738)

Por tanto, seria interesanteconocermás detalladamentelos efectos

vasodilatadoresde la milrmnona en todos los territorios vasculares,

fundamentalmente,la comparación entre los territorios sistémico y

pulmonar,ya que susefectosinotrópicoshansido ya biencaracterizadosy

muy probablemente,muchos de los efectos beneficiososque aporta la

milrinona frente al resto de inotropos adrenérgicosse debana sus efectos

vasodilatadores. Seria bueno conocer si la mitrinona presentaalguna

selectividadvasodilatadora,aunqueparcial, sobre el territorio vascular

pulmonarfrenteel territorio vascularsistémicoy si estaselectividadparcial,

es la que podría justificar el beneficio que este fármaco aporta a los

pacientesconfallo ventricularpredominantementederecho,o simplemente,

se debe estaventajaaque el ventrículoderechose beneficiamás de una

disminución clara de la posteargaque de un aumento neto de la

contractilidad, o lo que optñniza la llúnción del ventrículo derechoson

ambassituacionesde forma simultáneacon un mismofármacoquerealiza

ambasfuncionessincronizadamente.
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Antes de plantear nuestro trabajo, revisaremosen este primer

apartado, algunos aspectos generales sobre las técnicas de estudio

cardiovascular iii vitro, los mecanismos de regulación vasomotora

endoteliales,muscularesy nerviosos,lasrepercusionesfisiopatológicasdela

insuficienciacardiacasobrela circulación sistémicay pulmonar, y sobre

fármacosinotrópicosintravenosos,haciendounarevisiónmásextensasobre

las fosfodiesterasasde nucleótidos cíclicos y sus inhibidores, y muy

especialmentesobrelamihinona.

2. Métodos deinvestigacióncardiovascular iii vitro

El comportamientofisiológico y farmacológicode los vasosarteriales

se estudiamejor en la circulación sistémicaintacta. Sin embargo, al

estudiar un aspecto concreto de la fisiología vascular o un efecto

farmacológicodeterminadoen un tipo de región anatómica, el diseño

experimentalse complica enormementeen la circulación intacta, ya que

multitud demecanismosfisiológicos endoteliales,muscularesy nerviososse

interrelacionan simultáneamente,y hacen dificil sacar consecuencias

concretasde dichosexperimentos.

Porotro lado,en las preparacionesiii vitro podemoscontrolary medir

cadauno de estosmecanismosde modulaciónvascularpor separado,y
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determinarel papelqueejercencadauno de ellos independientemente,sobre

la respuestaqueencontramosconjuntamenteenel organismovivo.

Los dos métodosde investigaciónmás extendidoshoy día, parael

estudiode segmentosvascularesaisladosson: el de anillos de vasossujetos

por dos alambressometidosa una determinadatensión, y los de vasos

canulados y presurizados, a los que se les puede perfhndir

intraluminalmenteo no. En ambos métodos,los fragmentosarteriales

permanecenen todo momentobañadospor una solución fisiológica de

electrolitosy glucosatamponada,aunatemperaturadeterminaday con un

sistemacontinuode oxigenación,todo ello paraintentaren lo posible que

lascélulasde los segmentosvascularesseencuentrenensituacionóptimade

funcionamiento, lo más parecida a su estado en el organismo. A

continuación,es cuandose van introduciendolos fármacoso reactivosque

necesitemossegúnel estudioarealizarenel bañode órganos;concadauno

de ellos, bloqueamoso activamosuna detenninadavía de regulación

vasomotora.(39,40,41)

2.1. Registroisométricodesegmentosvascularesaislados

La disposicióncircunferencialde las fibras musculareslisas de los

vasosarterialesde pequeñocalibrehaceposiblequeel estudiode pequeños

segmentoscilíndricos de arterias aislados,nos reflejen con exactitud la
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regulación del tono vascular. Estos segmentoscilíndricos permiten al

mismotiempointroducira lo largodesu luz dosalambresacerados,quenos

vanaservirparaquela pareddel vasotransmitasu fuerzade contracciónal

alambrey podamosmedirlos cambiosde tensiónde laparedvascular.

El primer miógrafo diseñadode esta forma y con este fm fue

realizadopor Bevan y Osheren 1972 (40), y posteriormentemejoradopor

Mulvany y Halpemen 1976<42). Estosmiógrafosregistranvariacionesde

tensión, a unalongitud determinadade separaciónentrelos dos alambres

queno varia a lo largo del experimento,por lo quesedenominanregistros

isométricos. También se han desarrolladotransductorespara estudiar

segmentosde anillos vascularesen registrosisotónicos,es decir, dondela

tensión se mantieneconstantey lo que varíaes el radio del vaso, para

intentar realizaruna aproximaciónmás fisiológica al comportamiento¡it

vivo. Sin embargo,estetipo de modelo experimentaltiene unamayor

complejidad técnica y metodológica, que hace que esté más sujeto a

variacionesde preparacióny no aportagrandesbeneficiosa la técnicade

registroísométnco.

En los registros isométricos, una cuestión importante es cómo

calcularla longitud a la quehay que separarlos dos alambresmedianteel

tomillo micrométrico, para distenderlas paredesdel vaso, y obtener la

denominadatensiónbasal. Paradeterminarestatensión que es diferente

paracadaterritorio vascular,cadadiámetrodel vasoy cadaespecieanimal,

se analiza la respuestavascularcontráctil a un agonistavasoconstrictor,
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habitualmenteal Clk, despuésde exponerlas arteriasa distintastensiones,

al azar,y progresivamente.La tensiónpasivaa laqueseobtienela máxima

respuestaaeseagonistavasoconstrictor,es la quese consideracomotensión

basalderespuestavascular,reflejo del comportamientodeesevaso ¡it vivo.

También puede calcularseteóricamentea partir de la Ley de Laplace,

conociendolos datosmorfométricosdel segmentovascularmontado.<3940,

41,42)

3. Regulacióndel tono vascular

En las últimos años, hemos asistidoa un grandiosoavanceen los

conocimientosfisiológicosy fisiopatológicosdel endotelio,de tal forma que

hoy nadiedudaque el endotelioconstituyeun elementofundamentalen la

regulaciónde la fisiologíacardiovascular. En 1966, el premioNobel Lord

Adrian Florey (43> consideróel endoteliocomouna barreraaislanteentrela

sangrey la paredvascular,y lo denominécapade celofán;él mismopredijo

que en los siguientes años, habría grandes descubrimientossobre el

endotelio. Así ha sucedidoy desde1980, en la literatura internacional,

aparecenmásde 950 articulosestudiandodiferentesaspectosde la fisiología

endotelial,hastanuestrosdías en dondeeste númerose ha multiplicado

considerablemente,existiendoen la actualidadmás de 6.500artículosen

1995, según búsquedarealizada en la línea de información médica

informatizadaMedlíne<~. Esto pone en evidencia,el papel claramente
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protagonistaqueel endotelioha adquiridoen todaslas diferentesáreasdel

sabermédico,que inicialmente sólo se extendíaa las revistasde ciencias

básicasexperimentalesy queactualmenteha invadidotodasy cadaunade

las especialidadesmédicasy quirúrgicas,en las que poco a poco se van

traduciendolasrepercusionesclínicascorrespondientes.

La célulaendotelialintervieneen varias funcionesfisiológicas,entre

ellas destacan:a) angiogénesis,dirigiendo y activando la formación de

nuevos vasos, tanto en condiciones fisiológicas como patológicas; b)

coagulación,el endoteliosintetizael factorprocoagulantey, la proteína5,

secretael activador del plasminógeno,y presentaen su membranatos

anticoagulantestrombomodulina y heparán - sulfato; c) agregación

plaquetaria,el endotelioactúacomo antiagreganteplaquetario,y a lavezes

el encargadode sintetizarel factordevon Willebrand;d) respuestainmunee

inflamación,el endoteliopresentareceptoresespecíficosleucocitariosde los

que dependela adhesióncelular, ademásel endoteliosintetizay seve a la

vez influido, por la mayoría de los mediadores y citoquinas de la

inflamacióny respuestainmune; e) funcionesmetabólicas,el endotelio

metabolizamultitud de sustancias,entre otras tenemos: noradrenalina,

adenosina,serotonina,bradicinina, nucleótidos de adenina, leucotrienos,

prostaglandinas,sustancia P, etc..., además ~ la liberación de

noradrenalinadesdelasterminacionesnerviosasadrenérgicas,y participaen

la conversiónde la angiotensina1 a angiotensinaII; f) regulacióndel tono

vascular,los endoteliocitossintetizanunaseriede sustanciasvasodilatadoras

y vasoconstnctorasencargadasen su conjunto, de modular el grado de



11

Introducezón

contraccióndel músculoliso vascular,y con ello el tono de la paredarterial

y la presiónarterial. La síntesisde estosfactoresderivadosdel endotelio

dependen de multitud de sustanciasy factores que estimulan a los

endoteliocitoshaciala síntesisde unou otros factores.(40,43,45,46,4748,4950)

3.1. Vía de la L - arginina - óxido nftrico ( E.D.R.F.)

En 1980,Furchgotty Zawadzki(51) observaronensegmentosaislados

de aortatorácicadeconejo,quela administraciónde acetilcolinaprovocaba

en unas preparacionesvasodilatacióny en otras vasoconstricción. Al

investigarestosresultadosaparentementecontradictorios,descubrieronque

la pérdida del efecto vasodilatadorde la acetilcolina se debía a la

desendotelízación,no intencionada,de la íntima de los vasos durantesu

preparacióny demostraronque la relajación sólo se produce si existen

célulasendotelialesfuncionales. Asimismo,estosautoresdemostraronque

la acetilcolina, actuandosobre los receptoresmuscarínicosendoteliales,

estñnulalaliberaciónde ima sustanciaendotelialquecausala relajacióndel

músculoliso vascular,y la denominaron,al no conocersunaturaleza,como

FactorRelajanteDerivadodel Endotelio (E.D.R.F. ). Posteriormentese

demostró que otras muchas sustanciasvasodilatadoras( bradicinina,

sustanciaP, trombina,histamina,calcitonina,péptido intestinal vasoactivo,
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entre otras muchas ) producíanrelajación de la fibra lisa vascularpor

liberacióndel E.D.R.F. (Tabla1 ).<sI,52,53,54)

Gruettery col, en 1981 (55), demostraronquelos nitrovasodilatadores

(nitroprusiatosódico y nitroglicerina), relajantesde la musculaturalisa

vascular,eranmetabolizadosen los miocitosparaproduciróxido nítrico, y

que era éste el que provocabala relajación de la fibra muscular lisa

mediantela producciónde GMP cíclico. No en vanoya en el siglo XIX se

babia observadoque los nitratos orgánicosmejoraban los síntomas del

angorpectoris, incluso Alfred Nobel, cuya fortunay famase baséen la

invenciónde la dinamita,escribió aun amigo en 1895 sobrela ironíaque

suponíaquesumédicole mandaratomarnitroglicerinaparasudolencia.(SG)

En 1987, por un ladoPalmery col. (57). estudiandola liberaciónde

E.D.R.F. y óxido nítrico de cultivos endoteliales, determinaron la

producción de óxido nítrico por quimioluminiscencia y midieron la

actividad relajantedel E.D.R.F. y del óxido nítrico por bioensayo. La

relajaciónproducidapor el EDRE. tite comparablea la producidapor el

óxido nítrico, ambassustanciaseranigualmenteinestablesy la relajación

producidaporel óxido nítrico y el E.D.R.F. fue inhibidapor hemoglobinay

aumentadapor superóxidodismutasade manerasimilar. Como el óxido

nítrico liberadopor las células endotelialesera indistinguible del E.D.R.F.

en ténninos de actividad biológica, estabilidady susceptibilidad,estos

autoressugirieronqueel óxido nítrico y el E.D.R.F.eranlo mismo.(57)
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Porotro ladoy simultáneamente,Ignarroy col. (SS 59), demostraronque

el E.D.R.F. liberado de arteriasy venasintactas,y la solución acuosade

óxido nítrico, presentabanidénticaspropiedadesfarmacológicasy químicas,

y por análisisespectrofotométricoteníanigual comportamiento,lo queles

llevó a la misma conclusiónque Palmer (57). Actualmenteexiste gran

controversia a este respecto,y se piensa que existen otros E.D.R.F.

diferentesal óxido nítrico.(47A9,so,~,6í,62,63)
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TABLA.I Activadoresde la liberación de E.D.R.F.

1. Fisiológicos

:

• Cambiosdel flujo sanguíneo.

• Estrésde laparedvascular.

• Cambiosen la tensiónparcialde oxigeno.

2. Sustanciasvasoactivas

:

• Acetilcolina.

• Difosfatodeadenosina( ADP).

• Trifosfatodeadenosina( Al?).

• Bradiquinina.

• Péptidorelacionadoconel gende la Calcitonina( P.R.G.C.).

• Jonóforosdel calcio(A23187).

• Colecistoquinina.

• Histamina.

• Noradrenalina.

• Serotonina.

• SustanciaP.

• Trombina.

• PéptidointestinalVasoactivo( V.I.P.).

• Etcétera.

Busse R, Fleming 1. Regulation and fimet¡onal consequences of endothelial nitric oxide formation. Ann

Med 1995; 27: 331-340. (54)
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Así Sembowicz (M> habla de la existencia de otro vasodilatador

derivadodel endoteliomáspotentey más establequeel óxido nítrico, que

procederíade la reacción química entre el NO y la L-HO-Arginina,

estudiado en cultivos de células endoteliales,por esta razón se está

acuñandoen la literatura el término de sustanciasnitrovasodilatadoras

endógenasdependientesdeendotelioo de la víaL - arginina- óxido nítrico.

Palmery col. en 1988 (65), usandocultivos de célulasendotelialesde

aorta de cerdo, demostraronque el óxido nítrico liberado de estascélulas

provienede la oxidacióndel átomode nitrógenoguanidinoterminalde laL-

arginina,laenzimacitosólicanecesariaparaestareaccióneslaóxido nítrico

sintetasaconstitutiva endotelial, que se activa por la interacción con el

calcio y la calmodulina, y necesita como cofactores: NADPH,

tetrahidrobiopterina,dinucleótido de flavina adenina,mononucleótidode

flavina, glutationreducidoy el grupohemo. Estaes la primerade las tres

isoenzimasde óxido nítrico sintetasaquehan sido descritas,la otraenzima

tambiénconstitutivase encuentraenel S.N.C.,y se denominaóxido nítrico

sintetasaconstitutiva cerebral,y la terceraisoenzúnaes la óxido nítrico

sintetasainducible,presenteenlosmacrófagos.(47,49,50,54,60,65.66,67,68)

También se ha comprobadoque una serie de análogosde la L-

arginina como: NQmonometil-.L-arginina( L - NMMA), N~nitro-L-

argininametil éster ( L - NAME), N<1-nitro-L-arginina( L - NA), t-
iminoethyl-L-ornitina ( L - MO ), entreotros, inhiben competitivamentela

síntesisde óxido nítrico, y quela adiciónal mediode L - argininarevierte



16

Introducción

esta inhibición, volviendo a sintetizarseóxido nítrico. Todos estas

sustanciasestánsiendode gran utilidad parapoderestudiarla función del

óxido nítrico en diferentes procesos fisiológicos y fisiopatológicos.

Recientemente,se han descubiertouna serie de sustanciasendógenas

inhibidoras de la síntesis de NO, liberadas por los leucocitos

polimorfonucleareshumanos,y también en situacionesde insuficiencia

renal crónica, aún no bien identificadas ni clarificado su papel

fisiopatológico.(69,70,71)

El mecanismode transferenciadel óxido nítrico hastael endoteliocito

seestácuestionando,probablementeno se libere directamenteen forma de

óxido nítrico propiamentedicho, sino de un compuestomás establecomo

puedeser la S-nitrosocisteina,el cual daríalugar, a nivel de la membrana

celulara la fonnaciónde óxidoflitflco. (62)

Los nitrovasodilatadoresendógenosderivadosde endotelio,entrelos

quese encuentrael óxido nítrico, atraviesanrápidamentela membranadel

miocito y en su citosol seunena la porciónhemode la enzimaguanilato

ciclasasolubleactivándola;estaenzimaconvierteel trifosfatode guanosina

(GTP ) en monofosfatode guanosinacíclico ( GMPc), el incrementode

OMIPe en la fibra muscular lisa provoca una disminución de la

disponibilidadde calcio citosólico,porvadosposiblesmecanismos,uno de

ellos esla inhibicióndela hidrólisis del fosfatidilinositol, lo quehacequese

moviice calciohaciael retículo sarcoplásmico,asimismo,concentraciones

elevadas de GMPc, aumentan la captación de calcio del retículo
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sarcoplásmico,disminuyenla sensibilidadde la cadenaligera de la miosina

al calcio,activanla bombade calciode la membranacelular,sacandocalcio

del citosol, e interfierencon los canalesde calcio receptordependientes,y

tienencomo resultadofinal disminuir los niveles intracelularesde calcio.

Sin embargo, las sustanciasnitrovasodilatadorasendógenasderivadasde

endoteliono sólo actúanen el miocito vascular,activandolaproducciónde

GMPc,sino que se esténdescubriendootras accionesindependientesde la

activación de la guanilato ciclasa como, la inducción de una

hiperpolauizacióntransitoria de la membranadel miocito, mediante la

estimulacióndirectade la bombasodio - potasioy la activacióndirectade

los canalesde potasiocalcio dependientesde la fibra lisa vascular.(50,54,60,

72,73)

El óxido nítrico producidoes unamoléculamuy difúsible e inestable

con una vida media muy corta de 3 - 6 segundos en condicionesde

bioensayo, y unos 30 segundos en cultivos celulares, se inactiva

combinándoserápidamenteconel oxigenoy conradicaleslibres de oxigeno,

para formar NO2 , N0
2, y N03; también, presentagran avidez para

combinarse con el grupo hemo de la hemoglobina y formar

metahemoglobina.(47,49,~,67)

Diversosestudiosexperimentaleshandemostradoqueen condiciones

basalesexiste tanto en animales como en el hombre, en los diferentes

territoriosvascularesarterialesy venosos,sistémico,pulmonar,y coronario,

unasíntesiscontinuadeóxido nítrico, el cualproduceun tonovasodilatador
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basal responsableal menosen parte de la regulaciónendotelial del tono

vascular,y por tanto de la presiónarterial y del flujo sanguíneoque llega a

los diferentesterritorioscorporales.(50,74)

Actualmente,seconocenmultitudde factoresendógenosy exógenos

estimulantesde la síntesisde óxido nítrico. Los factores fisiológicos

endógenosquese conocenhastael momentoson,por un lado, los cambios

en la presióno tensiónde la paredvascular,debidosa los cambiosde flujo

sangumeo,denominadosen la literaturaanglosajonacomo shear stress,y

porotro lado,estánlos cambiosen la presiónparcialde oxigeno. Así se ha

comprobadocomo el incrementoen el flujo sanguíneo,y en general,los

incrementosen lapresióno tensiónejercidasobrela paredesde las arterias,

condicionaun estímuloimportanteparala producciónde NO, por tanto el

mecanismode deformaciónde lamembranaendotelialpuedequerepresente

un importantesensorde flujo, a travésdel cual los endoteliocitosregulanel

diámetroarterial. A su vez, también se ha demostradoquela síntesisde

NO seve interrumpidaencondicionesde anoxiay de hipoxiacrítica( PaO2

inferior a 30 mmHg. ), y es sustituida por la síntesis de factores

vasoconstrictores,estos hallazgos sugieren que la producción de NO

problablementeseinterrumpaen condicionesdeanaerobiosis.(54,74)

La acetilcolina activa los receptoresendotelialesmuscarínicos,los

cuales estimulan la producción de NO en el endoteliocito,produciendo

vasodilatacióndependientedel endotelio, sin embargola respuestaa la

acetilcolinano es homogéneaentretodoslos territoriosarterialesy variade
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unas especiesanimales a otras, así está descrito que la aplicación

intracoronariade una dosis alta de acetilcolina en mandriles sedados

provocavasoconstricciónintensa.(66,75,76)

Las purinas(ADP y Al? ) actúansobrelos receptorespurinérgicos

situadostanto en la membranadel endoteliocitocomo en la de la fibra lisa

vascular. La activacióndel purinorreceptorde la membranade endotelio

(subtipoP2>3, producevasodilataciónmediantela estimulaciónde lavíaL-

arginina - óxido nítrico. Por el contrario, en la membranade la fibra

muscularlisaseencuentrandossubtiposde purinorreceptores(P2, y P=4
la estimulaciónpreferentede los receptoresP2>, provocavasodilatación,sin

embargola estimulacióndelos receptoresP2,~ producevasoconstricción,por

tanto la respuestaglobal dependede la presenciao no de endoteliointegro,

quecon laproduccióndeNO decomorespuestavasodilatación.(Go,GG,n’)

La importantehipotensiónqueprovocala administraciónintravenosa

de histaminase producepor diferentesmecanismos:una gran disminución

del tono vascular,una accióndirectainotrópicanegativasobreel músculo

cardiacoy un incrementode la permeabilidadcapilar. En la membrana

endotelial se sitúan receptores histaminérgicos tipo H1 que al ser

estimulados,activan la vía L - arginina - óxido nítrico produciendo

vasodilatación. En la membranade las fibrasmusculareslisasexistendos

tipos de receptoreshistaminérgicos,los H1 queprovocanvasoconstriccióny

los tipo H2 que favorecenla vasodilatación. La repuestaglobal a la

histaminadependeportanto de la distribuciónde la poblaciónde receptores
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entre los diferentes territorios vasculares, así como de la buena

flincionalidade integridaddel endotelio.(54,606678)

Sin duda alguna quedaaún un largo y apasionantecamino que

recorrerhastaesclarecermejor los diferentesmecanismosde actuacióny

regulacióndel endoteliosobrela actividadde la fibra muscularlisa, durante

el cual muchosde los conocimientosdadoscomoválidoshastael momento

seránrebatidosy sustituidosporotrosnuevos.

3.2.Factorhiperpolarizantederivadodel endotelio(E.D.H.F.)

Se ha identificado un factor hiperpolarizanteproducido por el

endotelio tras ser ésteestimuladocon acetilcolina,esteE.D.H.F. provoca

cambiostransitoriosen el potencialde membranade las fibras musculares

lisas, así se ha comprobadoque la estimulación con acetilcolina de

segmentos de venas femorales de ratas, provoca relajación e

hiperpolarizaciónde la fibra muscularlisa, y si semantienela estimulación

con acetilcolina,se mantieneel efecto relajantedependientede sustancias

nitrovasodilatadorasendógenas,sin embargo, la hiperpolarizaciónde la

membranadesaparececonel tiempo. Pareceserquela estimulacióndelos

receptoresmuscarínicosM provocaríala liberación de NO, mientrasla

estimulación de los receptoresM 2 de la membranadel endoteliocito
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provocaría la liberación del LD.H.F., que produce relajación vascular

mediantela activaciónde los canalesdepotasio,ATP sensibles,del miocito.

La naturalezaquímicade este factor aún no se ha esclarecidocon total

seguridad.(61,79,80)

El NO y laprostaciclinasondosconocidosproductosendotelialesque

cumplen todos las característicaspara poder ser consideradosfactores

hiperpolarizaníesderivadosdel endotelio. Así haytrabajosquedemuestran

que la prostaciclina provoca relajación vascular a través de la

hiperpolarízaciónde la membranadel miocito, al activar los canalesde

potasio en la circulación coronariade conejos(81,82,83). También se ha

demostradoque el NO hiperpolariza la membrana de los miocitos

vasculares,entodoslos territorios vascularesestudiadoshastael momento,

aconcentracionessuperioresa5 x i0~7 M. (83,84,85)

Sin embargo, existen más E.D.H.F. aparte del NO y de la

prostaciclina,cuyanaturalezaaún no se conocecon seguridad,entreestas

diferentessustanciasse barajancomo posibles,el peróxido de hidrógeno,

productos no prostanoidesdel metabolismo del ácido araquidónico o

productosdel citocromoP - 450.(83,86,87,88)
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33. Factorescontráctiles derivadosdel endotelio (E.D.C.F.)

Diversos trabajos han demostrado la existencia de factores

vasoconstrictoresproducidos por el endotelio ante diferentesestímulos

como cambios de presión,anoxia, estimulacióneléctrica, dosis altas de

acetilcolina,entreotros. Uno de estosE.D.C.F.hasido identificadocomo

un péptido de 21 aminoácidos,denominado endotelina ( ET ), que

constituyeuna familia de tres isómeros(FBi, ET-2 y ET-3 ), de ellos la

ET- 1 es el isómeroprincipal en los sereshumanos,y unade las sustancias

vasoconstrictorasmáspotentesconocidas. La síntesisde estepéptidoestá

inducidapor diferentessustanciasvasoactivascomola trombina,adrenalina

angitensinaII, vasopresina,T.G.F.-beta,y IL-l, entreotrasmuchas.(89,90)

Todavíano se conocebien el papel que la endotelinajuega en la

regulacióndel tono vascular,ya queaunquese ha demostradouna síntesis

basalde estasustancíaen cultivos celularesendoteliales,la mayoríade los

autores están de acuerdo en reconocerque los niveles circulantes de

endotelinano pueden provocar un tono vasoconstrictorsistémico, sin

embargocreenquela endotelinajuegaun papel importanteen la regulación

de los mecanismosvasoconstrictoreslocales.(89,90,91,92)

La endotelina 1 procede de un precursor denominado pre-

proendotelina1, del que seforma la endotelin.a1 grande,y por reacciones

proteolíticascatalizadaspor la enzima convertidorade la endotelina, se

forma finalmenteendotelina1 activa,la cualseuneal menosa dostipos de
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receptores:el subtipoA de receptorde la endotelina,que es muy selectivo

para la endotelina 1, y se encuentradistribuido en la musculaturalisa

vascular de arteriolas y vénulas, y es el responsablede producir la

vasoconstricción. El subtipoB de receptorde la endotelina,tiene lamisma

afinidad por los tres tipos de endotelinas y se encuentra en los

endoteliocitos,su activación tiene un doble efecto por un lado provoca

vasoconstricción,peroa la vez provocavasodilataciónpor la estimulación

de la liberación de NO y prostaciclina, modulando de esta fonna la

respuestacontráctil.(89,90,91,92,93,94)

La endotelina 1 está implicada en la patofisiologíade numerosas

enfermedadescardiovasculares,como la ateroesclerosis, enfermedad

coronada,insuficiencia cardíacacongestivay la hipertensiónpulmonar

entreotrasmuchas.(89,90,91,9293,94,95,96,97)

3.4. Metabolitosdel ácidoaraquidónico

La produccióndeprostanoidesestádeterminada,en primerlugar, por

la movilización de ácidoarquidónicode las membranascelularesmediante

la fosfolipasaA 2- El ácidoaraquidónicoesmodificadopor la sintasade

endoperóxidos de prostaglandinas, la cual posee una actividad
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ciclooxigenasasobre PGG 2, y una actividad peroxidasaque produce la

PGH2,quees el precursorde todoslos prostanoides.

Los prostanoidesvasodilatadoresprincipales son la prostaciclina

PGJ2,y las prostaglandinasPGD2y la PGE2,todasellassonproducidaspor

el endotelioy liberadashacialafibra lisavascular,dondeproducerelajación

de la misma por activar la producciónde AMI> cíclico y bloquear los

canalesde calcio, disminuyendola entradadel mismo. Por otro lado,

tenemoslos eicosanoidescon acciónvasoconstrictora,los principalessonel

tromboxanoA2, los leucotrienos,y las prostaglandinasPGH2y POF2«, que

provocan vasoconstricciónpor acción directa sobre la membranadel

miocitovascularal activarlos canalesde calcio.

La prostaciclinaP012esla principalprostaglandinaproducidapor el

endotelio en condiciones normales, sin embargo en algunos lechos

vascularesla síntesisde PGD 2 o de PGE 2 predominasobre la síntesisde

POJ2, y en determinadassituacionespatológicascomo en ratasdiabéticas,

hipertensaso con hipercolesterolemia,seha demostradoquepredominala

producción de eicosanoidesvasoconstrictores,fundamentalmentePOH 2,

tromboxanoA2 y PGF2«• (49,75,81,85,98,99)
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3.5. Agregaciónplaquetaria y tono vascular

Las células endoteliales están implicadas en el balance entre

agregaciónplaquetaria,coagulación,formacióndel tromboy fibrinolisis, y a

suvez las sustanciasliberadasdurantela agregaciónplaquetariatienenuna

acciónmuy importanteen laregulacióndeltonovascular.

Así la liberación de serotonina, procedente de las plaquetas

agregadas, provoca vasodilatación endotelio - dependiente, por la

estimulaciónde los receptoresserotoninérgicos( S i) de lamembranadelos

endoteliocitos,queliberanNO, sinembargoestarespuestavascularexigela

integridad anatómicay funcional del endotelio, ya que si se pierde el

endotelio, la serotonina provoca una intensa vasoconstricción por

estimulaciónde los receptoresserotoninérgicos(S2 > que se encuentranen

lasuperficiedelos miocitoslisosvasculares.(47,49)

La liberacióndel factor activadordeplaquetas(P.A.F.) porpartede

plaquetas, neutrófilos, células cebadas y endoteliocitos, provoca una

vasodilataciónendotelio- dependientesóloa concentracioneselevadas. La

acciónvasomotoradel RAY. es muy complejaya queno sólo estñnulala

liberación de NO, sino que también la liberación de tromboxanoA 2 y

leucotrienos,por tanto la acción vascularneta final del P.A.F. es muy

variable. Otrasustanciavasoactivaliberadaal producirsela agregación

plaquetariaes el tromboxanoA2, quetieneun potenteefectovasoconstrictor

endotelioindependientesobrelos miocitosvasculares.
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La trombinaformadadurantela cascadade la coagulación,produce

una relajaciónendoteliodependientepor estimulaciónde la producciónde

NO enlos diferentesterritoriosvascularesincluido la circulacióncoronaria.

La liberaciónde ADP y ATP de las plaquetasproduceestimulación

de los receptorespurinérgicosendoteliales,que como ya se ha comentado

anteriormenteprovocan liberación de NO endotelial, y vasodilatación

endoteliodependiente,peroa su vez estimulalos receptorespurinérgicosde

los miocitos vascularesproduciendovasoconstricciónen los territorios

vascularesdesprovistosdeendotelio.(47,49,60)

En general, las sustanciasvasoactivasliberadaspor las plaquetas

agregadastienenefectosopuestosdependiendode la presenciaíntegrao no

del endotelio. En condicionesnormales,con un endotelio fúncionante,

predominalas accionesvasodilatadorassobre las vasoconstrictoras,sin

embargocuandoel endoteliose destruyeo no es fhncionante,se produce

arte la liberación local de estas sustancias, una intensa respuesta

vasoconstnctora.(60,67,10%101,102,103)
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3.6. Péptidosvasoactivos

Los miocitos auricularesde los mamíferosposeenla capacidadde

producir y liberar una serie de péptidos, con propiedadesnatriuréticas,

vasodilatadorase inhibidoras de la aldosterona,denominadospéptidos

natriuréticosauriculares(P.N.A. ), cuya fimción principal esparticiparen

el control del volumenvenosocentral. Estospéptidossonliberadosante

incrementosenlapresiónauricular.

Los péptidosnatriuréticosauricularesprovocanvasodilataciónen los

territorios arterialespulmonares,aórticos, carotideoy renal,perono tienen

efectossobre los territorios coronario, mesentéricosy femorales. Esta

vasodilataciónse debeaun incrementode los nivelesde <3MPctanto en el

endoteliocomoenel miocito,porun mecanismoNO independiente,através

de la activaciónde la guanosinaciclasaparticulada. Sin embargo,se ha

podidodemostrarqueexisteunarelaciónentreel NO y los P.N.A., ya que

la producciónde NO escapazde inhibir laliberaciónde los P.N.A.(60,ux)

Por el contrario, existenuna serie de péptidoscon potentesefectos

vasodilatadores,comosonla sustanciaP, el péptidorelacionadocon el gen

de la calcitonina y el péptido intestinal vasoactivo, cuya acción

vasodilatadoraestámediadaporla produccióndeNO endotelial.(6o,67,IoS,íoó)
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3.7. Fosfodiesterasasde nucleátidoscíclicos

El tonovasculardependedel grado de confracciónde las miofibrillas

de los miocitos lisos vasculares, que depende directamente de la

biodisponibilidadintracelularde calcio. Los nucleótidoscíclicos AMPc y

GMPc provocanrelajación de las fibras musculareslisas al inhibir la

entradade calcio por los canales de calcio voltaje dependiente,y por

facilitar la recaptaciónde calcio haciael retículosarcoplásmico. A suvez,

el factor hiperpolarizantedependientede endotelio ( E.D.H.F. ) provoca

vasodilataciónya que impide la despolarizaciónde la membranadel

miocito, al inhibir la activaciónde canalesde calcio voltaje dependientes.

Por el contrario, el conjunto de sustanciasvasoconstnctorasactivan los

canalesde calcioy provocanun incrementodel calcio citosólico, al facilitar

la entradade calcioal interior de la célulay laliberacióndelos depósitosde

calcio intracelulares.

Las fosfodiesterasasde nucleótidos cíclicos son las principales

responsablesdela regulaciónde lasconcentracionesintracelularesde A~NWc

y GMPc,al serlas responsablesde sudegradación. Sehanaisladomultitud

de isoenzimas ( más de veinte ) de diferentes tejidos y la primera

clasificaciónrealizadapor Beavoy Reifsnyder,se basaen la especificidad

del sustratosobre el que actúan, su modulaciónpor calmodulina o por

GMPc, su secuenciaprñnariay su respuestafarmacológicaa diferentes

inhibidores. Segúnéstascaracterísticaslas PDE hansido clasificadasen

cinco familias de isoenzimas,denominadasgrupo 1, II, III, IV y V. El
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conocimientode su distribuciónen los diferentetejidosdel organismoy la

multitud de accionesfisiológicos en las que estánimplicadasestánsiendo

descritasenlos últimos años.(TablaII) (107,108)

La familia 1 dc fosfodiesterasaspresenta siete subtipos de

isoenziinas,todasellas se caracterizanpor necesitarpara su actuaciónla

presenciade calcio y calmodulina. Se han identificado en corazón,

músculo liso vascular, cerebro y pulmón, su sustrato principal es la

hidrólisis de GMIPc y su actividad no se ve mfluída por los niveles de

(JMPc. Los inhibidores de fosfodiesterasasque más actúan sobreesta

familia son: la nicardipina,la nifedipina, el vinpocetine,las metilxantinasy

las fenotiacinas.

La familia II o fosfodiesterasasGMIPc estimuladaspresentantres

subtiposde isoenzimas,se han identificadoen corazón,sistemanervioso

central, cortezaadrenal, y en los últimos años tambiénen músculo liso

vascular,hidrolizan tanto GMIPc como AMIPc, y la actividad hidrolitica

sobreAMPc seve estimuladapor la presenciade OMPe. Los inhibidores

de fosfodiesterasasquemásactúansobreestafamilia sonel dipiridamol y la

papaverina,no habiéndoseidentificado hasta el momento inhibidores

selectivosdeestegrupo.

La familia ffi o fosfodiesterasasGMIPc inhibidas tienen tres

subtiposde isoenzimas;sehanaisl& :~ decorazón,músculoliso vascular,
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TABLA II. Clasificación de las fosfodiesterasasde nucícótidoscíclicos.

Gruyo 1 o familia Ca2~- cainiodulina dependiente

:

PrincipalmentehidrolizanGMPc.

NecesitanCa2~- caihnodulinaparaactuar.

Grupo II o familia GMPc estimulada

:

Hidrolizan GMPcy AMPc.

La hidrólisisde AMPe es estimuladaporGMPc.

GrupoLII o familia GMPc inhibida

:

PrincipalmentehidrolizanAMPc.

LahidrólisisdeAMPc esinhibidaporOMPo.

GrupoTV o familia AMPc específica

:

HidrolizanAMPc.

No semodificanpor GMPc.

GrupoVo familia GMIPc específica

:

HidrolizanOMPe.

No semodificanpor lapresenciade Ca2~- calmodulina.

Beavo JA, Reifsnyder DH. Primary sequenceof cyclic nucleotidephosphodiesteraseisozymesand the
designofselectiveinhibitors.TI PS 1990; 11: 150-155.(107)
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plaquetas,adipocitos e higado, hidrolizan preferentementeAt’IPc, y la

actividadhidrolitica se ve inhibida por GMPc. Existen varios inhibidores

selectivos de este grupo de fosfodiesterasascomo son: la amrinona, la

milrinona, la enoxiniona,lapiroximona,la dilostarnida,el imazodan,el SKF

- 94120, la trequinsina,la quazinona,el indolidan,el anagrelide,entreotras

sustanciasen estudio. La característicaprincipal de todasestassustancias

es que al incrementarlos niveles de AMPc en el corazóndesarrollanuna

accióninotrópicapositiva.

La familia TV o fosfodíesterasasAMIPe específicastienen ocho

subtiposde isoenzimasidentificadashastael momento. Sehan aisladodel

sistemanerviosocentral,sistemareproductor,músculoliso vascular,riñones

y linfocitos, hidrolizanespecíficamenteAMPc y la actividadhidrolítica se

ve inhibida por GMPc sólo a concentracionesaltas. Los inhibidoresde

fosfodiesterasasmás activos sobre este grupo sonel rolipram y el Ro -

201724.

La familia tipo y o fosfodiesterasasGMPc especificaspresentan

cuatro isoenzimasconocidas; se han aislado de retina, músculo liso

vascular,plaquetasy pulmones,e hidrolizanespecíficamenteGMPc. Los

inhibidoresde fosfodiesterasasselectivossobreestegruposonel zaprinasty

eldipiridamol.

Existen descritos muchos inhibidores de fosfodiesterasas,con

característicasfisico - químicas muy diversas, la mayoría de ellos son
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capacesde inhibir los diferentestipos de fosfodiesterasas,sólo que adosis

inhibitorias50 (I.D.50) diferentes,asísehablade inhibidor selectivode un

grupode fosfodiesterasassi la I.D.50 de esefármacoparaesegrupoes muy

pequeña( próximaa 1 microM o menor) y parael restodegruposesalta; y

de inhibidores inespecificosde fosfodiesterasascuando presentanI.D.50

muy similaresparalos diferentesgruposde fosfodiesterasas.(TablaIII) (¡07,

108409,110>
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TABLA III. Principales Inhibidores de fosfodiesterasas.

A) No selectivoso comunes

:

Papaverina.

Teofilina.

3-isobutyl-1-metilxantina.

BI Selectivosde mino

:

Gruno 1 o familia Ca-calmodulina dependiente

Vinpocetina.

Fenotiacinas.

Grupo II o familia GMPc estimulada

No conocidos.

GrupoIII o familia GMPcinhibida

Anirinona,Milrinona, Enoximona,Piroximona,Ciostamida,

Imazodan,Trequinsina,Quazinone,Carbazeran,etc...

Gruno IVo familia AMPe específica

Rolipramy R0201724.

GrupoV o familia GMPcesnecifica

Oipiridamol.

Zaprinast.

Saeki 1, Salto 1. Isolation of cyclic nucleotidephosphodiesteraseisozymesftam pig aorta. Biachemical

Phannacal1993;46:833-839.(109)
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3.8. Nervios perivasculares

Los nervios perivascularesforman en la adventiciay mediade la

mayoría de los vasossanguíneosun gran entramadode fibras nerviosas

terminales. Estosaxonesterminalesestándesprovistosde mielina y son

muy ricos en varicosidades( 1 - 2 gm de diámetro ), separadaspor las

regionesintervaricosas(0,1 - 0,3 gmde diámetro). Las varicosidadesson

los principales lugares de almacenamientode neurotransmisores,que se

liberan en forma de pulsosal despolarizarselas terminacionesnerviosas,

paraactivarlas fibras lisasvascularesen continuidadeléctricaa travésde

lasunionesgap.

Las varicosidadesno estánunidas fisicamentea cadamiocito, sino

que existe unahendidurade separaciónque varia entre 60 - 2000 nm,

existiendo una relación entre el diámetro del vaso y el tamaño de la

hendidura,así las hendidurasmás grandesestánen los vasos de mayor

calibre. El miocito liso vascular,en la unión neuromuscular,carecede

estructurasespecializadascomo ocurre en la placa motora del músculo

estriado. Así pues, se producenmodificacionesdel procesoclásico de

neurotransmisión,realizándoseen estasterminacionesneuromuscularesa

travésde la acción de los neuroinoduladores. Los neuromoduladores

puedenser desdehormonascirculantes,sustanciascon acción local como

prostanoides,kininas o histamina, hastalos propios neurotransmisores

liberados desde la misma varicosidad o incluso de varicosidadesde

terminacionesnerviosasadyacentes..< ¡11,112)
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Durantemás de cincuentaaños, los únicos neurotransmisoresde los

nerviosperivascularesreconocidosIteran la noradrenalinay la acetilcolina.

En la décadade los sesenta,se descubrieronlas terminacionesnerviosas

perivascularesno adrenérgicasno colinérgicas,desdeentoncesmás de 18

nuevosmensajerosquímicoshan sido identificados, incluyendoentreellos

monoaminas, purinas, aminoácidos, polipéptidos y el mismo óxido

nítrico.(TablaIV) (III)

Hoy día se aceptaunánimementeel concepto de cotransmisién,

propuesto por Burnstock en 1976 (112), por el cual, las terminaciones

nerviosas pueden sintetizar, almacenary liberar más de un tipo de

transmisory se compruebaquees un fenómenomuy extendido,incluyendo

la transmisión nerviosa de nervios perivasculares. En lugar de la

complejidad derivada de la creciente lista de nuevos transmisoresy el

númerode combinacionesposiblesde cotransmisiónque se derivan,están

apareciendomodelosque indican un considerablegrado de organización

dentrodel sistemanerviosoautónomo. Estosestudiosnos llevan a pensar

que los nervios autónomostienen un código químico, por el cual cada

neuronatiene una combinaciónparticularde sustanciastransmisoras,con

proyeccionesadetenninadoslugaresdianay conexionescentralesdefmidas,

estosconceptosse desarrollaronenel estudiodel sistemanerviosoentérico,

perotambiénsonaplicablesa los nerviospeflvasculares.(lll,l12,113,114)
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TABLA TV. Principales nenronioduladoresen nervios perivasculares.

Noradrenalina.

Acetilcolina.

Trifosfatodeadenosina( ATP).

5 -Hidroxitriptamina(5-HT).

Dopamina.

Encefalina- dinorfma.

Péptidointestinalvasoactivo.

SustanciaP.

Péptidoliberadorde gastrina.

Somastostatma.

Neuroteusma.

Vasopresina.

Gastrina- colecistoquinina.

Galanina.

Péptidopancreático- neuropéptidoY.

Angiotensma.

Hormonaadrenocorticotrófic&

Péptidorelacionadoconel gende la calcitonma.

Óxido nítrico.

BumstockO, Ralevic V. New insightshito tite ¡ocal regulation of bload llow by pexivascular nervesami
endothelium. Br 3 PlastieSurg 1994; 47: 527-543.(111)
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Dentro de los nervios perivasculares podemos distinguir: los

pertenecientesal sistemanerviosoautónomo,simpáticosy parasimpáticos;y

las terminacionesnerviosasno adrenérgicasno colinérgicasentrelas quese

identifican los sensitivo - motoresy nervios perivascularesque nacende

neuronasintramurales. Las terminacionesnerviosassimpáticas liberan

como cotransmisoresla noradrenalina( NA) y el trifosfato de adenosina

(ATP), enproporcionesy cantidadesmuy variables,dependiendodel tipo de

vaso, intensidady duración del estimuloy la especieanimal, entre otros

factores. También hay estudiosque afirman que el neuropéptidoY, la

dinorfina, y la 5-Hidroxitriptamina, son almacenadosy liberados de las

terminacionesnerviosassimpáticascomo cotransmisoresde la NA, para

conseguirtras su liberación la activación de las fibras lisas vasculares

produciendovasoconstricción.(¡15)

Las terminaciones nerviosas parasimpáticas presentan como

transmisorprincipal la acetilcolina,y comocotransmisoresendeterminados

tejidos se ha demostradola presenciadel péptídointestinal vasoactivo,el

neuropéptidoY, el péptido relacionadocon el gen de la calcitoninay el

óxido nítrico. Estasterminacionesnerviosaspresentanaccionesopuestasa

las terminacionessimpáticas, habiéndosedemostradopotentesefectos

vasodilatadoresparatodosestoscotransmisoresparasimpáticos.(¡¡6)

Los nervios perivascularessensitivo - motoreshan sido estudiados

recientemente, identificándose como principales cotransmisores; la

sustanciaP, el péptidorelacionadocon el gende la calcitonina,el ATP y
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otras sustancias químicas en estudio que producirían una potente

v~sodi1atación. Estos nervios primarios sensitivos aferentes estarían

distribuidospor el corazón,grandesvasosarterialesy venosos,y pequeños

lechosvasculares,llevando la información al sistemanerviosocentral, el

cual responderiacon una fbnción eferentepor esasmismasterminaciones

nerviosasenel órganodiana,completandoel arcoreflejo axonal.(117>

Tambiénsehanaisladoneuronasen lapropiaparedde los vasosy del

corazón,quedanposteriormentelugar a nervios perivasculares. Estudios

sobreneuronasde aurículasde cerdos han demostradola presenciade

cotransmisorescomo 5-HT y el neuropéptido Y, que producirían

vasoconstricciónde las arterias coronarias<118)- Por otro lado, se han

identificadoneuronasintrínsecasde la paredvascularde otros órganosen

las que el transmisor es el óxido nítrico, cuya liberación produce

vasodilataciónen esosterritoriosvasculares.(111,119>

4. Fisiopatologíade la insuficiencia cardíaca

La insuficienciacardíacase defmecomo el estadofisiopatológicoen

el cual,debidoaunaanomalíade la fUnción cardiaca,el corazónno iimpulsa

la sangrenecesariapara los requerimientosmetabólicosde los tejidos
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periféricos,o lo haceúnicamentemediantela elevaciónde la presión de

llenadode los ventrículos.(1,2,120>

Aunqueel fallo cardiacoes una situación fisiopatológicacompleja

que afectaa todos los órganosde nuestrocuerpo, nos vamos a detener

fundamentalmente,en los cambiosque seproducenen el corazóny en las

circulacionessistémicay pulmonar.

41. Repercusionesen la circulación sistémicay pulmonar

La alteración inicial que desencadenatodo el síndrome de

insuficienciacardíacaesla incapacidadprogresivade los miocitoscardiacos

pararelajarsecon la suficiente prontitud durantela diástole,junto con la

incapacidadparacontraersecon la suficientefUerza paraexpulsartodo el

retomovenosoquele llega- La segundaconsecuenciaes un incrementode

las presionesde llenado de los ventrículos,con un enlentecimientoen el

lienado ventricular. Todos estos factores provocanun aumentode la

tensiónde la paredventricular,conel consiguienteaumentodel consumode

oxigeno miocárdico, reduciéndosefinalmente el gasto cardiaco.(l,2,SA,s.

6,120,121,122)

La reduccióndel gastocardíacoponeen marchaunaserie de reflejos

neuroendocrinoscomplejos,que interaccionanentre sí, para aumentarla



40

Inirociucción

presión de llenado de los ventrículos. Los principales sistemasque se

activan son: el sistema simpático adrenérgico, con liberación de

catecolaminasendógenasprincipalmente noradrenalina,con lo que se

producevasoconstricciónarterialy venosa. El otro sistemaqueseactivaes

el de la reniina- angiotensina- aldosterona,queatravésde la angiotensinaII

producetambiénvasoconstriccióny atravésde la aldosteronaretenciónde

aguay sodio.(1,2,3,4,5,6,7,8,120,122,123)

Las consecuenciasde estaactividadneuroendocrinasobreel sistema

vascular son: un incremento de las presiones de llenado de ambos

ventrículos, de las resistenciasvascularessistémicasy pulmonares,y del

contenido total de agua y sodio, con un descensoprogresivo de la

distensibilidadvascular. Todos estoscambiosvascularesocasionanen el

territorio sistérnico una redistribución del gasto cardíaco, desviándose

principalmentehacia áreas metabólicamentevitales, a expensasde un

descensoenel aportedesangreenel restodelorganismo.(120,121,122,123,124,¡25)

En la circulaciónpulmonarel fallo cardiacoprovocaun mcremento

en la presióny el volumende las venaspulmonares,un aumentodel agua

pulmonartotal y un edemade la mucosabronquialqueoriginanalteraciones

de larelaciónventilación- perfusión. Todosestoscambiosfisiopatológicos

dan comoresultadounapérdidade la elasticidadpulmonary una rigidez

progresivade los vasos arterialesy venosospulmonares,estableciéndose

unasituaciónde hipertensiónpulmonar.
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Lahipertensiónpulmonaresel factorpronósticomásimportanteenla

evoluciónnaturalde lainsuficienciacardiaca. Tantoes asíquees el factor

mástemidoporel anestesiólogo- reanimadorenel manejoperioperatoriode

los síndromes de bajo gasto, ya que conseguir superar una mala

contractilidadmiocárdicaresultarelativamenteasequiblecon los potentes

fármacos inotrópícos positivos de los que disponemos,sin embargo,

conseguir controlar una hipertensiónpulmonar establecida, resulta un

problemaverdaderamentedificil de solucionary acabasiendoel factorque

condiciona una mala evolución postoperatoriaen la mayoría de las

ocasiones.(120.¡2¡,122,123,124,125,126,í21)

Los objetivosprincipalesenel tratamientogeneralde la insuficiencia

cardíacason: enprimerlugar, la restauracióndel contenidocorporaltotal de

aguay sal a los límites normales,la disminucióndel trabajoventricular,

reduciendolas resistenciasvascularespulmonaresy sistémicas,mejorar la

contractilidad y la relajación diastólica del miocardio, y por último,

conseguirestosobjetivos sin aumentar,o incluso disminuir el consumode

oxígenomiocárdico. Así en el tratamientocrónico de la insuficiencia

cardíacadebemosconsiderartodosestosaspectosajustandoperiódicamente,

el tratamiento médico, con los fármacos diuréticos y vasodilatadores

disponiblesporvía oral. (128,129)

Sin embargo,los estadosde insuficienciacardíacaagudaen los que

los síntomasy signosde disminucióndel gasto cardiaco,se producenen

pocas horas o minutos, requieren un enfoque clínico y sobre todo
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terapéuticodiferente. La insuficienciacardiacaagudapuedepresentarseen

unapersonacon función cardíacapreviamentenormal, lo que suponeel

desarrollo repentinode una anomalíaanatómicao funcional grave del

corazón, de sus válvulas, de su vascularizacióno de su ritmo. Sin

embargo, un cuadro de insuficiencia cardíaca aguda también puede

desarrollarseenun pacienteafectode insuficienciacardíacacrónicaque se

ha mantenidorelativamenteestablemedianteun régimende medicacióny

adaptaciónaun estilo de vida, y que en un momentodadoexperimentauna

descompensaciónbrusca.(120)

Otra situación de insuficiencia cardíaca aguda, con la que

frecuentementese enfrentael anestesiólogoes el síndromede bajo gasto

cardiacoperioperatorio,situacióncasi constanteen la cirugía cardíacacon

circulación extracorpóreay en la cirugía vascularde grandesvasos. Sin

embargo, no es infrecuente ver este cuadro de insuficiencia cardíaca

perioperatoriaen pacientescon distintos gradosde insuficienciacardiaca

crónicacompensada,sometidosa cirugíano cardiovascular,y queentranen

fallo cardíacoagudo,durantela intervencióno en el periodopostoperatono

inmediato.(123,124,125)

Todasestassituacionesde insuficienciacardíacaagudarequierenen

primer lugarunaintervenciónterapéuticaurgente,paramejorar la función

cardiovascular,conun soportevital avanzadoen Unidadesde Reaniniación

Postquirúrgicas,dondese solucionaráen primer lugar la causadel fracaso
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cardiaco,si estoes posible, y mientrastanto sele administraráun soporte

hemodinámicocon fármacosinotrópicosy vasodilatadores.(¡20,123,124,125)

5. Fármacosinotrópicos positivos

5.1. Digitálicos

Químicamenteconstande dos componentes:la geninao aglicona,

constituidapor un núcleo esteroideounido a una lactona, y uno o varios

azúcares. La fraccióncardiotónicaesla genina,mientrasque los azúcares

determinanla potenciay la duracióndesu acción.

El mecanismode acción de estos fármacosconsisteen inhibir las

bombasde sodio - potasio de las membranascelularesde los miocitos

cardíacos,con lo queaumentael sodio intracelular, lo que activala bomba

de sodio - calcio indirectamente, y por consiguiente aumenta la

disponibilidad de calcio intracelular, con lo que se consigueun efecto

inotrópicopositivo. Los efectoselectrofisiológicosde los digitAlicessonen

partedirectos,y en parteporquetienen acción vagal. Así, sobreel nodo

sinusaldisminuyela pendientede despolarizacióndiastólica( fase4), con

lo que disminuye la frecuenciade descargadel mismo; sobre el nodo
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aurículoventricularaumentael periodorefractariodel mismoy disminuyesu

velocidad de conducción. Los glucósidoscardiacostambiéntienen una

acción directa sobre el músculo liso vascular arterial y venoso, con

elevacióndel tonovenosoy de lasresistenciasvascularessistémicas.

La utilización de los digitálicos en situacionesde insuficiencia

cardiacaseverao agudano tienejustificación,ya queel comienzode acción

esprolongado,su vida mediamuy largay erráticasegúnel gastocardíaco,

con un estrechomargenterapéuticoy escasapotenciainotrópicapositiva,

estandoindicadaparael tratamientocrónico de insuficienciascardiacas

leves o moderadas,y aún así, en estassituaciones,hay autoresque los

desaconsejan,por la mayor incidenciade mortalidaddemostradacon estos

fármacos. Sí estáindicadosuusoenla fibrilacióny flutter auricularespara

disminuir larespuestaventriculary controlarasí la frecuenciacardíaca.(¡30,

131,132,133)

5.2. Fármacosinotrópicos simpaticomiméticos

La accióndecualquiercatecolaminadependede su accióndominante

sobrelos distintosreceptoresadrenérgicos,y en la mayoríade las ocasiones

estaacción dependede la dosis, así una misma catecolaminaa distintas

dosistienedistintosefectoshemodinámicos.
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Los receptoresadrenérgicosse encuentransituadosen la superficiede

las membranasde un grannúmerode célulasde nuestroorganismo. Nos

interesadestacardesdeel punto de vistahemodinámicolos receptores{3 y

13 2 adrenérgicos,los receptoresa ¡ adrenérgícospostsinápticosy los

receptoresdopaminérgicos.

Los receptores¡3í adrenérgicossonlos másnumerososen el corazón,

situadossobrelas estructurasnodalesylos miocitos. La activacióndeestos

receptoresse efectúaatravésde la proteína(3 estimuladora,activadorade la

adenílcíclasa,transfonnandoel ATP enAIvIPc. El! AMPc, asu vez,activa

las proteín-kinasasque producendiferentesfenómenos: por un lado, la

fosforilación de los canalesde calcio voltaje dependientes,aumentandola

disponibilidad intracelular de calcio sin cambiar sus características

electrofisiológicas;tambiéninducenunaactivaciónde la glucogenolisis,lo

que conducea la obtencióndel ATP suficiente paramejorar la respuesta

contractil; e inducenla fosforilacióndel fosfolambanoque activala bomba

de calcio del retículo sarcoplásmico,que extraecalcio del citosol, lo que

produceunarelajaciónmásrápidade los miocitos. El resultadofmal esun

aumentodel cronotropismoy delinotropismomiocárdico.

Los receptores¡32 adrenérgicosseencuentransituadosprincipalmente:

en la fibra muscular lisa bronquial, donde su activación provoca

broncodilatación;en lafibra lisavasculardondeproducevasodilatacióny en

menormedidaen los miocitos nodalescardiacosdondeejercenun efecto

cronotrópicopositivo.
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Los receptoresa adrenérgicospostsináptícosse localizan en el

miocardio y sobretodo en la fibra lisa vascular. La activación de estos

receptores,mediantela proteína O, estimula la fosfolipasaC, capaz de

producirinositol - trifosfato, y diacil - glicerol, los cualesprovocanlasalida

de calciohaciael citosol, induciendola contracciónde la fibra lisavascular,

lo queconilevaun efectovasoconstrictorpredominantey un pequeñoefecto

inotrópicopositivo queno contribuyeal mantenimientode la contractilidad

miocárdicade formahabitual.

Los receptoresdopaminérgicossubdivididosen dos poblacioneslos

DA1 y los DA2, se encuentrandistribuidos principalmenteen el lecho

vasculararterialmesentéricoy renal,y enmenormedidaen el coronarioy el

cerebral, y su estimulación promueve la vasodilatación de estos

terntorios.(134,¡35,136,137,138,139)

5.2.1. Dopamina

La dopamina es una catecolaminaendógenaprecursora de la

noradrenalina,agonistade los receptoresdopaminérgicos(DA1 y DA2 ) y

de los receptoresalfa y betaadrenérgicos,susefectossondependientesde la

dosis, así hasta 5 microgr/kg/min. predominan los efectos sobre los

receptoresdopantnérgicosy (3 - adrenérgicos,provocandovasodilatación
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sobretodo de los territorios vascularescoronarios,renales,mesentéricosy

un efecto inotrópico positivo. Por el contrario, dosis superioresa 10

microgrlkg¡min. hacenque predominenlas accionessobre los receptores

alfa adrenérgicos,conlo quela acciónprincipales lavasoconstricción.

Los efectosqueunadeterminadadosisde dopaminatiene sobreuna

personavarian mucho según la edad y el estadofisiopatológico de su

organismo,ya que determinanel númeroy sensibilidadde la poblaciónde

receptoresadrenérgicos,asíseha comprobadoenreciénnacidosprematuros

quedosis inferioresa 10 i.tgr ¡ kg ¡ mm no poseenefectosinotrópicosy son

ineficaces,debidoala inmadurezde los receptores.

Las principales desventajasde la dopamina a dosis inotrópicas

elevadasson la taquicardiaexcesiva,una mayor arritmogenicidady un

aumentoenel consumomiocárdicode oxígeno.(140.141442,143,144)

5.2.2. Dobutamina

La dobutamina es una catecolamina sintética resultado de la

modificacióndel isoproterenol. Su efectoinotrópico positivo se debea la

estimulacióndirectade los receptores(31 adrenérgicosdel miocardio,con lo

queaumentael gastocardíaco. Dosis superioresa 15 - 20 ¡xgr 1 kg ¡ mm
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poseenefectos cronotrópicospositivos y vasodilatadoresmoderadospor

estimulaciónde los receptores(32.

La dobutaminaes uno de los inotrópicospositivosmás potentescon

escasosefectosarritmogénicosqueafectapoco ala frecuenciacardiacay a

las resistenciasvasculares,por esoesuno de los fánnacosmás empleados

enel tratamientode los estadosde insuficienciacardíacaaguda.

Los principales problemasde la dobutaminason que aumentael

consumode oxígenomiocárdicoque puedellegar a incrementarseen un

30% a dosis terapéuticas,con lo que el empleo de la dobutaminaen

pacientescon malareservafuncionalcoronariapuedeserperjudicial; y que

presentarápidamentefenómenode taquiflíaxia, así se ha demostradouna

desensibilizaciónde los receptores(3 a partir de las ocho horas tras el

tratamientoenperfusióncontinuade dobutamina.

Ademáshay trabajos que demuestranque la dobutaminainhibe la

vasoconstricciónpulmonarhipóxica, por lo que no es un fármaco muy

aconsejableparausaren situacionesde fallo ventricularpredominantemente

derecho,comoocurreen las situacionesde: hipertensiónpulmonarprimaria

o secundaria,cor pulmonale,o en multitud de cardiopatíascongénitascon

disfunción principal del ventrículo derecho ( T. de Fallot, hipoplasiade

ventrículoderecho,estenosispulmonares,etc..4(145,í46,147,148,149)
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5.2.3 Adrenalina

La adrenalinaes una catecolaminaendógenaque estimulatanto los

receptoresalfa comolos betaadrenérgicosde formaequilibrada. A dosis

muy bajas(menoresde0,075~±gr¡ kg ¡ mm ) predominalaestimulación(32

sobre la estimulaciónalfa, que conlíevauna disminución de resistencias

vasculares periféricas, sin embargo a dosis mayores predomina la

estimulaciónsobrelos receptoresalfa y por tanto un efectovasoconstrictor

intenso.

Sus indicacionesprincipalesson: el tratamientode la paradacardio-

circulatoriay del shockanafiláctico. También ha sido utilizada durante

muchos años como agente inotrópico positivo de primera línea en los

estadosde bajo gasto cardíaco, hoy se reserva su uso a los estados

refractariosal tratamientocon dobutamina,que presentamenos efectos

secundariosquelaadrenalina.(ísO,í51,152,153,í54)

5.2.4. Noradrenalina

Estacatecolaminaendógenaestiniula principalmentelos receptores

alfa y en menorintensidadlos receptores(3k, con escasosefectossobrelos

receptores(32. Por tanto, la acción principal de estacatecolanxinaes
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preservar la presión de perfusión tisular de los órganos vitales, al

incrementarlas resistenciasvascularesperiféricas,junto con unamoderada

accióninotrópicapositiva.

Su principal indicaciónsonlos estadosde circulaciónhiperdinámica

con bajasresistenciasperiféricas,comoes el casodel shockséptico,donde

existeun gastocardiacoelevado,pero no suficientecomo paramantener

una presión de perfusión tisular adecuada,debido a una estado de

vasodilataciónperiféricaintensa.(íss,ís6,157,í~>

5.2.5. Otrossimpaticomiméticoscon efectovasoconstrictor

Existen otras catecolaminas con efectos predominantemente

vasoconstrictorespor estimulación a1, como son la nietoxantinay la

fenilefrina. Los vasoconstrictoresseutilizan pararestablecerla presión

arterialy preservarflmdamentalmentela presiónde perfusióncoronaria,sin

embargo,no hay que olvidar que su uso no está exentode importantes

complicacionescomo son: el aumentobruscodel retomo venoso, y de la

postcarga,favoreciendoel edemapulmonary la disminución del gasto

cardíaco;ademásse puedeproducirla bipoperíbsiónde muchostejidos que

entrarán en metabolismoanaerobio;y su utilización prolongadareduce

considerablementela capacitanciadel sistema vascular, con lo cual la
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aparición de hipovolemia puede ser paralela a la supresión de los

vasoconstrictores.(1sq,1~,161,162,163,lM)

5.2.6. Simpaticoniiméticos con efectos predominantemente

vasodilatadores

Dentro de este grupo podemos hablar del isoproterenol o

¡soprenalina,que es unacatecolaminasintética,con marcadoefecto131 y

¡32, por tanto con efectos inotrópicos y cronotrópicos positivos,

broncodilatador,y vasodilatadorpulmonary sisténnco.

Sus indicacionesprincipalesson: el tratamientode soporte de las

bradiarritmias sintomáticas,fúndamentalmenteen las alteracionesde la

conducción aurículo - ventricular y en el trasplante cardíaco; y el

tratamientode la hipertensiónpulmonarleveo moderada.

Por el contrario, los efectos beneficiosossobre la hipertensión

pulmonarse ven contrapuestosasugrantendenciaaproducirtaquiarritmias

que haceque su uso sevea limitado a dosisbajasque no incrementenen

excesola frecuenciacardíaca. Otro problemaquepresentaestefármacoes

que aumentael consumomiocárdicode oxígeno, demostrándoseque su

empleoen el infarto agudode miocardioincrementael áreaisquámicay el
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tamañodefmitivo del infarto, por lo que su uso en estassituacionesestá

contraindicado.(165,166,167,168)

La Dopexantina es una nueva catecolaminasintética con potentes

efectos sobre los receptores ¡3 2, y que también activa los receptores

dopaminérgicos. Sobrelos receptores131 sólo poseeuna pequeñaacción

indirecta, a través de la inhibición de la recaptación neuronal de

catecolaminasendógenas,y no poseeefectossobrelos receptoresalfa.

Sus principal acciónesproducirvasodilatacióntanto en el territorio

sistémicocomo en el pulmonar, disminuyendoasí la postcargade los

ventrículos, lo que incrementael gasto cardíaco de forma indirecta.

Tambiénmejorala perfusiónde riñones, intestino, corazóny cerebro,sin

producirgrandesincrementosenla frecuenciacardíaca.

El principal problemade este fármaco es que su efecto inotrópico

positivo esmuydébil, y suusoseve limitado a los síndromesdebajogasto

cardíaco con buenaspresionesarterialesy con resistenciasvasculares

elevadas,esdecirla indicaciónde los vasodilatadores. Sin embargo,esun

fármaco de reciente introducción en la clínica y habrá que esperarel

resultadode los estudiosque se estánrealizandopara conocermejor sus

característicasterapéuticas.(169,170,171,172,173,¡74)
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5.3. Inhibidores del grupo III de fosfodiesterasas de

nucleátidoscíclicos

Se han identificado numerosas formas moleculares de

fosfodiesterasasde nucleótidos cíclicos que se encuentranampliamente

distribuidas en multitud de células de nuestro organismo ( miocitos

cardíacos,fibra lisa vasculary bronquial, plaquetas,hepatocitos,órganos

sexuales,etc...),no habiéndoseestablecidoaúncuantasisoenzñnasexisten

enel hombrey su localizaciónexacta.(¡07)

Beavoy colaboradores(107) hanclasificadotodo estegrupodeenzimas

encinco gruposprincipales,en función deunaseriede característicascomo

ya sevió con anterioridad. El grupo111 de fosfodiesterasasde nucleótidos

cíclicosreúnenunasedede característicascomunes,como son: encontrarse

distribuidas principalmente en los miocitos cardíacos, miocitos lisos

vascularesy bronquiales,plaquetasy hepatocitos;el sustratoespecificode

estegrupode enzimases el AMPc, al cualdegradanenunproductoinactivo

que es el 5’ monofosfato de adenosina,disminuyendoasí los niveles

intracelularesde AMIPc. No dependenpara actuar de calcio ni de

calinodulina;y soninbibidaspor GMPc.(107,109)

Dentro de las sustanciasinhibidoras de las PDE del grupo III

podemosdistinguir dosgrandesgrupos;los inhibidoresno selectivos,como

son la papaverina,la teofilina y las metilxantinas,que inhiben los cinco

gruposdeenzimasPDE sin especialsensibilidadpor ningunode estos;y los
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inhibidores selectivos del grupo III, dentro de los cuales cabe destacar

clínicamente,del grupo de las biperidinas,la anirinonay la ndlrinona,y del

grupode los imidazoles,la enoximonay la piroximona.(109,110)

5.3.1. InhibidoresdePDEdel grupo III biperidinicos

Amrinona

La anirinonafúe el primer inhibidor selectivo de las POE del grupo

III queseempleóclinicamente. Conestefármacoempezaronadescubrirse

una serie de nuevaspropiedadesy ventajasque aportaneste grupo de

fármacos frente a los simpaticonliméticos, en el tratamiento de los

síndromesdebajogastocardíaco.

Así se comprobóque estefármacoproduceun marcadoincremento

dosisdependientedel gastocardiaco,conunareducciónsimultáneade las

presionesde llenadoy de lapostcargade ambosventrículos,y conun efecto

cronotrópico positivo leve. Todas estas característicashacen que la

amrinonatengamejoresresultados,en comparacióna las catecolaminas,

sobreel consumode oxigenomiocárdico,sobreel fallo ventricularderecho
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con presionespulmonareselevadasy en los estadosde regulacióna la baja

de los receptoressimpaticomiméticos.

Por el contrario, una vida media prolongaday muy errática, al

afectarsesumetabolizaciónhepáticapor el statusacetilador,y otros muchos

factores, una incidencia alta de trombocitopenia y ser un fánnaco

relativamenteinestabley sensiblea laluz, junto conunapotenciainotrópica

moderada, han hecho que se vea ampliamente superado por la

Inhlrlnona.(9,lO,I73,I76,IT7l7Sl79ISO)

Milrinona

Propiedadesquímicas

La fórmula química de la miltinona es 1,6-dihidro-2-metil-6-oxo-

(3,4’-biperidina)-5-carbonitrilo,su fórmula moleculares C12 H ~N ~O y

poseeun pesomolecularde 211,22Kda.

La mitrinonaes muy solubleenmedioácido,pocosolubleen metanol

o etanol, y prácticamenteinsoluble en agua, cloroformo o soluciones

básicas. La esterificaciónde la milrinona con el ácido láctico,mejorasu

hidrosolubilidad, pudiéndose conseguir la dispersión del lactato de



56

Introducción

milrinona en medio acuoso,con un pH comprendidoentre 3,2 y 4. (13,14,

15,16,20,21,181)

Mecanismosde acción

Los fármacos inotrópicos positivos actúan incrementando la

disponibilidadde calcio citosólico para las proteínascontráctiles de los

miocitos cardíacos,bien incrementandolas corrientesde entradade calcio

extracelular,o bien aumentandolos depósitosde calcio intracelular del

retículosarcoplásmico.

Cuando se estimulanlos receptores(3 - adrenérgicosse activa la

adenil ciclasaque convierteel ATP en AMPc, el cual actúacomosegundo

mensajero. Las corrientesde entradade calcio al miocito cardíacoestán

moduladaspor los niveles de AMPe intracelular, el cual activalas protein-

kinasasquefosforilizan las proteínasmoduladorasde los canalesde calcio

tipo L (tambiéndenominadosvoltaje - dependientes>, produciendoun

aumentode la entradade calcio al miocito, durantela mesetadel potencial

de acción. Unavezproducidoel AMPc, esrápidamentedestruidoen 5’-

adenosínmonofosfatoinactivo, principalmentepor la PDE del grupo 1111 de

nucleótidoscíclicos, aunquetambiénpor otro tipo de PDE. Por tanto, los
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efectos ¡notrópicos positivos de la mitrinona se deben a inhibir la

degradacióndeA?vWc intracelulary perpetuarasísus efectos.(22.23,24,25,26,27)

La relajaciónmiocárdicasedebeala recaptacióndel calcio citosólico

durante la diástole, realizada por las bombas de calcio del retículo

sarcoplásmicocon gasto de ATP; este proceso está mediado por el

fosfolambano que se activa por el AMPc. Así, se ha podido comprobar

como la milrinona acelerael procesode relajacióndiastólicaventricular, al

merementar la disponibilidadintracelularde AMIPc. (182,183,184,íss186,187í~

¡90,191)

En la fibra lisavascularel AMPc activaunaprotein - kinasaAMPc

dependiente,la cualactivalas bombasde calcio del retículo sarcoplásmico,

encargadasde la recaptacióndel calcio citosólico, y producir así la

relajaciónde la fibra lisa vascular. Así pues,la milrinona poseeefectos

vasodilatadoresdirectos sobre todos los territorios vascularesarterialesy

venosos.(31,32,33.34,35,36,37,184,192)

La milrinona producebroncodilataciónpor relajaciónde la fibra lisa

bronquialal incrementarlos nivelesintracelularesde AMPc, que de forma

similarmediaenla recapíacióndel calcio citosólicoporpartedel sarcolema,

disminuyendoladisponibilidaddecalcio libre intracelular.(193,l94)

La mitrinona también inhibe la degradaciónde AMPe en las

plaquetas,lo quemodificaen estudiosiii vitro, los cambiosde morfologíay
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agregaciónplaquetaria,y la síntesisde tromboxanoA 2, lo que confiere a

este fármaco una acción antiagreganteen los estudiosexperimentales,no

conociéndosebien su repercusióncínica real a las dosis utilizadas como

inotrópico, existiendo algunos estudios clínicos que afirman que la

milrinona no causa cambios importantes en el número o función

plaquetaria.(195196,197,198,199)

También se estánestudiandolos efectos de la milrinona sobreel

sistema inmune, habiéndosedemostradoque este fármaco es capaz de

inhibir la liberacióndel factorde necrosistumoral y de la interleukina1 de

macrófagosperitonealesde gato.(2~,2oí,2o2,2o3)

Farinacocinética

Los estudiosfarmacocinéticosrealizadoscon el lactatode milrinona

en voluntarios sanos,y en pacientescon insuficiencia cardíacacrónica,

muestranun modelode distribuciónbicompartimental,sin embargoestudios

recientesen pacientestras cirugía cardiacademuestranque un modelo

tricompartimental se ajusta mejor al modelo fannacocinético de la

milrmona (32,33,34,351
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Tras la inyección de la dosis inicial del lactato de milrinona, se

alcanzan concentracionespico similares entre pacientes sanos y en

insuficiencia cardíaca,siendo estas concentracionesséricasdirectamente

proporcionalesala magnitudde la dosis inicial. Así cinco minutosdespués

de la administracióndeunadosisde lactatodemilrinona de 12,4 y 75 jxgr ¡

kg, en pacientescon insuficienciacardíacagrado flmcional JI y IV de la

clasificaciónde la N.Y.H.A., se obtuvieronconcentracionespico de 80 y

450ng ¡ mI, respectivamente.(32,33,34,3s,36,37,2<>~)

La curva dosis - respuestaque relacionala concentraciónplasmática

de la miltinona y el porcentajede incrementodel indice cardiaco es

sigmoidea,con una concentraciónde la milrinona asociadaal 50 % de

incrementodel índice cardíaco( E.D. ~ ) igual a 167 ng ¡ mí, y con un

margenterapéutico de 100 - 235 ng ¡ mi, con el 95 % de limite de

confianzaparalaE.D.50.(21,22,23,24,25,26,27,28,29)

El porcentajede unión a las proteínasplasmáticasen el hombrees de

un 70 %. Existendiscrepanciasentrelos distintostrabajossobrelamayoria

de los parámetrosfarmacocinéticos,fundamentalmentedebidas a que se

realizan sobre pacientesen condiciones fisiopatológicasdiferentes,con

pautasde dosificación,y con modeloscompartimentalesdistintos. Así se

han descrito volúmenesde distribucióndesde0,32 a 0,47 1 ¡ kg, y más

recientementeen pacientes tras cirugía cardiaca, un volumen del

compartimentocentral de 0,102 1 ¡ kg, y un volumen de distribuciónde

1,6981/kg. (3132,33,34,35,36,37,205)
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Sólo sufre biotrasformación hepática una pequeña fracción del

fármaco,entreun 10 - 15 %, transformándoseen un metabolitoglucurónido

inactivo. El resto del fármacose elimina sin metabolizarpor el riñón, así

en sujetossanosel 60 % del fármacose ha eliminadopor orinaen la dos

primerashoras, llegandoal 85 - 90 % en las ocho primerashoras de su

administración. La tasade aclaramientoplasmáticodel fármacovaríaentre

0,334 1 ¡ kg ¡ h en sujetos sanos, 0,150 1 ¡ kg ¡ h en pacientescon

insuficiencia cardiacasevera,y 0,188 1 ¡ kg ¡ h en pacientestras cirugía

cardiaca. Sin embargo,en cualquierade estoscasosexcedea la lasade

filtrado glomerularlo que sugiereque existeun componentede secreción

tubularactivarenal. (20,21,22,23,24,25,26,32,33,34,35,205)

Los estadospatológicosquemás influyensobrela farmacocinéticade

la milrinona son: los estados de insuficiencia cardiaca severa grado

funcional III - IV, de la clasificaciónde la N.Y.H.A., en los cualesla vida

mediaplasmáticase prolongade 0,63 horasen personassanas,a 1,7 - 2,6

horas, de forma que el tiempo de eliminación se duplica o triplica.

Tambiénseve muy prolongadalavidamediade eliminacióndel fármacoen

los estados de insuficiencia renal, debiendo ser ajustada la dosis de

perfusión del fármaco en situaciones de aclaramiento de creatinina

inferioresa50 - 40 mI/ h. (31,32,33,34,35,36,37,204,205)
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Fannacod¡na¡nia

Efectoshemodínámicos

Existen muchosestudiosclinicos dedicadosa investigarlos efectos

hemodinámicosde la milrinona, uno de ellos de obligadareferenciaes el de

Andersony colaboradores(21), en el queexaminabalos efectosde diferentes

dosis de la milrínona en 189 pacientescon insuficiencia cardíacaclase

funcionalII - IV, de la N.Y.H.A., y un indice cardiacomenoro igual a2,5 1

¡mm. ¡ m 2 o unapresióncapilarpulmonarigual o superiora 15 mm Hg.

Pudiendo comprobar en estos pacientescomo el gasto cardiaco se

incrementabaentreun33 - 56 % de mediade fonnaproporcionala las dosis

empleadas,igualmenteel volumenlatido se incrementabaen un 33 - 54 %,

por el contrario, la presión capilar puinionary las resistenciasvasculares

sistémicasse reducíanun 24 - 33 % y un 15 - 31 %, respectivamente. La

presión arterial disminuía levementeentre un 2-16 % segúnla dosis, sin

cambiossignificativosen la frecuenciacardíaca,queoscilabaentre- 9 % y

±9% respectode la frecuenciacardíacabasal. Enestostrabajosel 99% de

los pacientestuvieronun mejoríahemodinámica,considerandocomotal un

incrementodel gasto cardiacoo una disminución de la presión capilar

pulmonarigual o superioral 20 % desuvalorbasal.(21)

Estudiosposterioreshan evaluado distintas pautasterapéuticasde

dosificación, considerándosela más adecuada,en la mayoría de las

ocasiones,la administraciónde una dosis inicial de 50 ¡xgr ¡ kg en diez
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mmutos,seguidodeunaperfusióncontinuade50 ¡xgr ¡ kg ¡ mm.,existiendo

unatendenciacadavez mayoren los últimos añosa reducirla dosisinicial e

incrementarla dosisdeperfusióncontmua.(3I323334353637181)

Los efectosde laniilrinona sobrela funcióndiastólicamiocárdicahan

sido evaluadosen 17 pacientescon clasefuncional II - IV de la N.Y.H.A.,

en los quese hademostradoquela milrinona incrementala fraccióndp ¡ dt,

acorta la constantede tiempo de relajación, e incrementael volumen

máximo de llenado sin incrementarla presióntelediastólicadel ventrículo

izquierdo. Todos estosdatossugierenquela niilrinona tieneclínicamente

un efecto positivo sobre la relajación ventricular, mejorando la

distensibilidadventricular, aumentandolo queseha venidoa denominarel

lusitropismodeambosventrículos.(11,12,126J85,206,207)

Variosestudiosanalizanlos efectosde la mihinonasobreel consumo

de oxigeno miocárdico, en comparacióncon otros fármacos, así en 11

pacientesconinsuficienciacardiacaavanzada,lamitrinonano incrementaba

el consumo de oxígeno miocárdíco, por el contrario sí lo hacia la

dobutamina.(35,36,37,208)

Similaresresultadosse obtuvieronen un estudiocomparativoentrela

milrinona, el nitroprusiatosódicoy la dobutamina,demostrandoquesólo la

dobutaminaincrementabael consumode oxígenomiocárdico. Se piensa

que la milrinona no incrementael consumode oxígenomiocárdicoporque

reducela postcargade ambos ventrículos, lo que sumado a una mayor
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relajaciónventricular, disminuyela tensiónde las paredesventriculares,no

sabiéndosebien si tambiéninfluye en esteefecto la vasodilatacióncoronaria

que la milrinona posee, y que aún no ha sido bien estudiadaen el

hombre.(209)

Los efectos vasodilatadoresde la milrinona siempre han sido

estudiadosenun segundoplano,e inclusosepresentaroniniciahuentecomo

efectos colateraleso adversos,proponiéndoseinicialinente este fármaco

como un potenteinotrópico positivo que a dosis elevadaspodía producir

hipotensión. Conformese han ido estudiandomejor los efectosclínicos de

la milrinona, su papelvasodilatadorha ido cobrandoimportanciae interés

terapéutico,de tal forma quemuchosautoreshablande estefármacocomo

un inodilatadorcon efectospositivos sobrela contractilidadmiocárdica,ya

quelos principalesbeneficiosterapéuticosde estefármacofrenteal restode

agentesinotrópicos, son debidos a sus efectos vasodilatadoresarteriales

sistémicos,pulmonares,coronariosy venosos.

Los efectosvasodilatadoresde la milrinonaestánsiendoestudiadosen

los últimos años con más interés, existiendo muy pocos estudios

comparativosque nos indiquen la potenciavasodilatadorade la milrinona

entrelos diferentesterritorios vascularese incluso con resultadosno muy

homogéneosentresí. (22,23,24.25,26,27,28,29,31,32,33,34,35,36,37,181,210.211,212,213,214,215)
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Efectossecundarios

Cuandoseinició el ensayoclínico, dondeseevaluabael tratamiento

crónico de los estadosde insuficienciacardíaca,con clasefuncional 111-1V

de la N.Y.H.A., con la milrinona oral, sevió quela milrinonaincrementaba

significativamentela mortalidad frente al grupo placebo, por lo que se

suspendióel ensayoy no seautorizó su uso paraestaindicación. Porello

actualmentela milrinona ha quedadosólo autorizadaparasu uso por ‘¿ja

intravenosa,en unidadesde cuidadoscríticos, con monitorizacióncontinua

hemodinámicay duranteperíodoscortosde tiempo.(216)

Esteincrementoen la mortalidadcon el tratamientocrónicooral con

la milrinona, seachacósin existir ningunaevidenciade ello a sus posibles

efectos arritmogénicos. Sin embargo, los estudios electrofisiológicos

realizadosen personassanasy con insuficiencia cardiacaseveradurante

administracionesintravenosasde la milrinona, de menosde 24 horas de

duración,no handemostradoalteracionessignificativasen ninguno de los

parámetros electrofisiológicos, sólo un pequeño enlentecimientoen la

conducción máxima 1:1 aurículo-ventricular, sin significado

clínico.(181,190,217)

Por otro lado, existenmuchosestudiosclínicos que nos indican un

incremento en la incidencia de latidos ventricularesprematurosy de

taquicardiasventriculares,que es comparableal que se produce con el

tratamientocon la dobutamina. El problemafundamentalen todosestos
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pacientes es poder diferenciar entre los efectos proarritmogénicos

ventricularesde la milrinona y los debidos a la enfermedadde basedel

enfermo.(181,190,217,2¡8)

Si la administraciónde la milrinona se hace en pacientescon gasto

cardiacodisminuido, resistenciasvasculareselevadasy con presionesde

llenado ventriculareselevadas,el efectovasodilatadorde la mitrinona sera

beneficiosoy terapéutico,no produciéndoseepisodiosde hipotensiónen

más deI 1 - 2 % de los pacientes. Por el contrario, aparecera

frecuentementehipotensión, que fue el efecto secundariomás temido

inicialmente,si no se dantodosestosrequisitos.

La milrinona no tiene efecto cronotrópicopositivo directo sobreel

corazón, sino que los episodios de taquicardiaque puedeproducir son

reflejos, como consecuenciade sus efectossobre la presión arterial, por

tanto si no se producen hipotensiones, no se producirán cambios

significativosen la frecuenciacardiaca.(31,32,33,34,35,36,37)

La incidenciade otros efectossecundariosen el tratamientocon la

milrinona es muy baja( 0,4 - 2 %), lo que haceque en los trabajoscon

seriespequeñasde pacientesni siquieraesténpresentes,dentro de estos

efectossecundariospodemosdestacar:el dolor precordialen el 1%, cefaleas

en el 3 %, hipokaliemia en el 0,6 %, temblores en el 0,4 % y

trombocitopeniasenel 0,4 %. (2134181213216>



66

Introducción

Los efectos de la milrinona sobre la función plaquetariahan sido

estudiados con más detalle en los últimos años, con resultadosalgo

contradictorios,por un lado los resultados¡it vitro, demuestranunaacción

antiagregantede la milrinona, mediantela inhibición de la síntesis de

tromboxanoA2, y por otro lado los estudiosclínicos consideranque estos

hallazgosno tienenrelevanciaclínica.(195,196,197,198,¡99)

5.3.2. InhibidoresdePDE del grupo111inuidazólicos

Enoximona

Estederivadoiniidazólicoes un inhibidor selectivo del grupo III de

fosfodiesterasas,que poseeefectos inotrópicosy lusitrópicos positivos, y

vasodilatadoresarteriales. Suscaracterísticasfarmacocinéticasprincipales

son: que se biotransformaen el hígadopor sulfoxidaciónen un compuesto

metabólicamenteactivo, aunquemenospotente;y presentaunavida media

de eliminaciónmuy prolongada,de 3 a 8,1 horasparala enoximonay de 6 a

11 horasparasumetabolitoactivo. (í69,219,220,221,222)

Existe poca experienciamundial en su manejo clínico ya que en

muchos paisestodavía no ha sido aprobadasu comercialización. Los
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estudios clínicos de Boldt y colaboradores,concluyen que el uso de

enoximonaantesde la separaciónde la circulaciónextracorpóreaen cirugía

cardíaca, mejora el gasto cardiaco y reduce las necesidades de

catecolaminas.(223)

Vincenty colaboradoreshanestudiado,enpacientescon insuficiencia

cardíaca severa, y tratamiento catecolamínico, los efectos de la

administraciónde unadosisúnicade enoximona. Estosestudiostuvieron

como resultadoque la enoximonaincrementasignificativamenteel gasto

cardíacoy el índicede trabajoventricularizquierdo,sin grandescambiosen

la presiónarterial o frecuenciacardiaca. Se necesitanaún muchosmás

estudioschicosparadefmirbienlas característicasde estefármaco.(224)

Piroximona

Es un derivado de la enoximonaque aún se encuentraen fase de

estudio,por lo queno disponemospor el momentodel númerosuficientede

estudiosclínicos, que nos muestrenlas principalescaracterísticasde este

fármaco. En los estudiospreliminares,sepresentacomoun derivadode la

enoximonacon unavida mediade eliminaciónmáscorta(1,5horas),con

lo cual el ajuste de dosificación terapéuticaseria más fácil que con la

enoximonay con unapotenciainotrópicamayor.(225,226,227,228,229)
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Existen en la actualidadmultitud de inhibidores del grupo III de

fosfodiesterasasen fase de estudio, lo queindica el interésdespertadoen la

industria farmacéuticapor estafamilia de fármacos,con propiedadesmuy

diferentesy con posibilidadesterapéuticasmuy amplias( Tabla V ). Se

están desarrollandolíneas de investigaciónpara conseguir inhibidores

selectivosde los otros gruposde fosfodiesterasas,e incluso fármacoscon

capacidadde inhibir dos familias de fosfodiesterasas,con el fin de tratar

enfermedadestan diferentes como al asma bronquial, la hipertrofia

prostáticabenigna, o la hipertensiónpulmonar.(188,194,230,231,232,233,234,235,236,

237,238)
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TABLA V. Nuevosinhibidores del grupo III? de fosfodiesterasas.

Imazodan.

Sulmazole.

Isomazok

Vesnarmona.

Saterinona,y susenentiómeros

Pimobendan,y sumetabolitoactivoUD-CG 212.

WIN-58993.

WIN-62005.

WIN-62582.

WJN-63291.

NSP-804.

NSP-805.

TZC-5665,y sumetabolitoactivo el M 2.

ZSY - 27.

ORG-30029.

ORG-20241.

R-80122.

Compuesto2 f.

Thiazo¡o(4,5-b)-pyridin-2(3H).

[midazo(4,5-b)-pyrídin-2(314)

5-cyano-1 ,6dihydro-6-oxo-(2,3 ,4-pyridyl)-3-pyridinacarboxilatos.

5-amino-6-cyano-l,3-dimethyl-l,2,3,4-tetrahydropyrido(2,3)pyrimidina.

etcétera.
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1. Planteamiento

La milrinona es un fármaco inotrópico positivo y vasodilatador,

inhibidor selectivo del grupo liB de fosfodiesterasas,cuyo mecanismode

acciónes inhibir la degradaciónde AMIPe, de tal formaqueincrementalos

nivelesintracelularesdeestenucleótidociclico. (31,32,33,34,35,36,37)

En 1983, comienzanaserpublicadoslos primerostrabajossobreeste

fármaco, centrándoselos estudiosen años sucesivossólo en su efecto

inotrópico positivo parael tratamientoa largo plazo de la insuficiencia

cardiacacrónicasevera( grado funcionalIII y IV de la N.Y.H.A. ) ~

16,17). Así, sin haberserealizadosuficientesinvestigacionessobreel efecto

vasodilatadorde la milrinona, queporentoncessepresentaba,incluso, como

un posibleefectocolateraldel fármaco. Serealiza,ya en 1986,un estudio

prospectivomulticéntrico de supervivencia,de tratamiento oral con la

niuirinona,el estudioPROMIISE, quedemostróquela niuirinonaaumentaba

la mortalidadfrente al grupotratadocon placebo;esteestudiohizo que la

F.D.A. (FoodandDrugAssociation)prohibieseel empleode la milrinona

porvía oral parael tratamientocrónicode la insuficienciacardíaca.(216)

Desde entonces la milrinona cayó en un gran desprestigio

internacional,y paracontrarrestrarel efectonegativodel estudioPROMISE,

se empezarona realizar trabajos experimentalesserios, y mucho más

numerosos,que comenzarona mostrarposiblesnovedadesterapéuticasde
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estefármaco,precisamenteal estudiarsusefectosvasodilatadores.(20,21,22,23,

24,25,26,27)

En 1991, se autorizael empleode la mili-mona por vía intravenosa,

parael tratamientode la insuficienciacardiacaagudao crónicareagudizada,

duranteun periodode tiempo inferior aquincedías,y bajomonitorización

hemodinámicaestricta. Con su utilización en la clínica, en seguida

comenzaron a observarse beneficios terapéuticos en determinadas

circunstanciasespecíficas. Unade ellas sonlas situacionesde bajo gasto

agudo,en las que ademásnos enfrentamosa unahipertensiónpulmonar

reagudizada,situación frecuenteen el manejo postoperatoriode cirugía

cardiovasculary torácica, donde la milrinona presentabaun beneficio

adicionalfrentea laterapéuticainotrópicasimpaticomiméticaconvencional,

muy problablementepor sus efectosvasodilatadoresadicionales,que han

comenzadoa estudiarseenlos últimos años.(31.32,33,34,35,36,37,181)

Por tanto,consideramosinteresanteconocermás detalladamentelos

efectosvasodilatadoresde la milrinona, sobretodo en el territorio arterial

pulmonar, comparándoloscon los del sistémico, para buscar posibles

diferenciasentre ambosterritorios, bien en el mecanismode acción del

fármaco,estudiandoel papeldel endotelioy del óxido nítrico, o bienen la

potenciavasodilatadoradel fármaco,ya quesi la milrinona presentaalguna

selectividadvasodilatadora,aunqueparcial, sobre el sistema pulmonar,

podría justificar el beneficio que este fármaco parece aportar en los
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pacientescon fallo ventricularpredommantementederecho,en situaciónde

bajogastocardiacoehipertensiónpulmonarreagudizada.

2. Enumeración de objetivos

Por toda esta serie de razones, iniciamos este trabajo, en el que

llevamosa cabo el estudiode los efectosvascularesde la mihinonasobre

anillos arteriales pulmonares y femorales de conejos Gigante Español sanos,

de ambos sexos, con la técnica de registro isométrico de segmentos

vasculares aislados, investigando el papel del endotelio y del óxido nítrico

sobre los efectos vasculares de la milrinona, planteándonoslos siguientes

objetivos:

1. Estudiar la respuestavascular 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,sobreanillos arterialespulmonaresy femorales,al retirar

el endotelio.
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3. Valorar los efectosde la milrinona, en segmentosarterialespuIn~io-

naresy femoralesconendotelioíntegro,al inhibir selectivamentela

síntesisdeóxido nítrico conunanálogode la L-arginina,el L-NA.

4. Compararlos efectosobtenidoscon la milrinona en el territorio

vascularpulmonar,conlos obtenidosen las arteriasfemorales,con

endotelio integro, sin endotelio, e inhibiendo selectivamentela

síntesis de óxido nítrico, con L - NA.
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1. MATERIAL

11.1. Animales

Los estudios experimentalesse llevaron a cabo en segmentos

vascularesde arteriasfemoralesy pulmonaresde 29 conejosjóvenessanos,

de ambossexos,y 1,2 - 1,5 kgr de peso, pertenecientesa la razaGigante

Español, capa oscura. Los animales fueron suministrados por el

Departamentode Producción Animal de la Facultad de Veterinaria,

UniversidadComplutensede Madrid, CiudadUniversitarias ¡ n, Madrid.

Los conejosfueronalimentadoscon unadietaestándar,en el animalariodel

Departamentode Fisiología de la la Facultadde Veterinariade la U.C.M,

dondepermanecieronhastael momentodesersacrificados.

No se iniciaron los experimentoshastatranscurridos7 días desdesu

trasladodesdeel Departamentode ProducciónAnimal al Departamentode

Fisiología,paraevitarposiblesalteracionesporel cambiode hábitat. Los

animales se sacrificaban siempre el mismo día de la semana, en semanas

sucesivas, mediante la inyección intraperitoneal de pentobarbital sódico

(100 mg ¡ kgr depeso), siguiendolas directricesinternacionalesacercade

las Buenas Formas y Conducta en Experimentación Animal.

A continuación se procedía a la disección de ambas arterias

femorales,y de ambasarteriaspulmonaresprincipales. Estasarteriasse

depositabanrápidamenteen placasde Petri sobrehielo, bañadasen suero

salinoal 0,9 % a4<> C. Dentrode laplaca,ayudadosdeunalentebinocular
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Zeiss Stemi SR, equipada de un ocular provisto de escala micrométrica, y

de instrumentalde microcirugía,se limpiabacuidadosamentelas arteriasde

la grasaperivasculary adventicia,y se cortabanen segmentoscilíndricosde

3 mmde longitud. Los segmentos arteriales así obtenidos estaban listos

para su estudio funcional.

1.2. Sistemasde registro

Disponíamos de un polígrafo GRASS modelo 7, de seis canales,

conectadoa 6 transductoresfuerza - desplazamientoGRASSFTO3. Este

polígrafo permite imprinur, en papel milimetrado, la tensión que se está

produciendo en el transductor,en relación al tiempo, disponiendode

diferentesvelocidadesde salidadel papel,comprendidasentre2,5 nm/min.,

y 100 mm/mm..

Tambiénutilizábamossimultáneamenteun amplificadorCIBERTEC

XL-3 000,deseiscanales,conectadoaotrostantostransductores,(Universal

TransducingCeil UC3, StathammicroscaleaccesoryIJL5), conectadotodo

ello a un sistema informatizado de registro, con un ordenador IBM 486,

DX- 100, con el soporte de softwaredel programaREG x PC 3.1, que

permite la visualizacióncontinuadel registro, a través de la pantalladel

ordenador,almacenandotodoslos datosen la memoriadel ordenador,no
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necesitandopapelmilimetradoparael registro,aunquedisponede la opción

detransferirel registrode la pantallaapapelmedianteimpresora. Además,

permiteuna serie de opciones,que facilitan el procesamientoposteriorde

los datos, así como su interpretación gráfica.

1.3. Reactivos, productos químicos, y fármacos utilizados

Comoliquido nutricio para el baño de órganos se empleó la solución

de Krebs-Henseleií, cuya composición es la siguiente: CINa, 11 5mM; Clk,

4,6 mM; PO4H2K, 1,2 mM; SO4 Mg, 1,2 mlvi; Ch Ca, 2,5 mM; CO4liNa,

25mM; glucosa, 11,1 mMy EDTA H2 Na2 , 0,01 mM. Se preparaba

diariamente, antes de iniciar los experimentos, con agua bidestilada y

desionizada, a la que se le añadía todas estas sustancias, salvo el Ch Ca que

se añadía al fmal, transcurridos 20 minutos de mezclar el resto de

componentes, burbujeándolo con carbógeno ( 95 % 02 y 5 % de C 0 2),

para evitar que el calcio precipite,y asíestéen la concentraciónadecuada.

Todas estas sustancias procedían de la casa comercial Merck y eran de la

máxima pureza, siendo pesadas en balanzas de alta precisión.

ComosustanciasvasoconstrictorasseempleóClic (Merck), bitartrato

de L - noradrenalina(Sigma), y clorhidratode fenilefi-ina (Sigma). Las

soluciones de estas sustancias se realizaban diariamente en agua bidestilada
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y desionizada, y además, la solución de noradrenalina, se mantenía

constantemente en hielo, se protegía de la luz y con el fm de prevenir su

oxidación,añadíamosácidoascórbico(10 ~MI>.

Para estudiar los efectos agonistassñnpaticomiméticosde estos

vasoconstrictores, de forma selectiva, separando las acciones sobre los

receptoresa ¡ , a 2 , y ¡3 adrenérgicos,utilizamos antagonistasselectivosde

estos receptores. Como antagonistade los receptores [3, se utilizó

clorhidratode propranolol( Sumiál, ICI - Farma),como antagonistade los

receptoresa,, se empleó clorhidrato de prazosin ( Pfizer ), y como

antagonistade los receptoresa2,el clorhidratodeyohimbina( Sigma).

La desaparición del endotelio de los segmentos vasculares

desendotelizadosera comprobadaflincionahuente,medianteel empleo de

acetilcolina clorhidrato (Sigma), y de trifosfato de adenosina(Al’?)

(Sigma>. El ATP eradisuelto,justo antesde suuso,en aguabidestiladay

desionizadafría, a4<>C, la solución madre se mantenía en hielo conforme se

iba añadiendoen las copas,y se despreciabalo que quedasede solución

madre,unavez administradoen laúltima copa.

Paraestudiarlos efectosdel óxido nítrico (NO ), en lavasodilatación

producida por la ¡nihinona, se empleó como inhibidor de la síntesis de

óxido nítrico, la N
6 - nitro - L - arginina ( L - NA) ( Sigma), y como

agonista de la síntesis de NO, se empleó la L - arginina ( Sigma).
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La milrinonaseempleópura,en formade polvo, cedidaamablemente

por el Departamentode Farmacologíade la Facultadde Medicina de la

UniversidadComplutensede Madrid (Sigma), y en forma de lactato de

milrinona(Sterling - Wínthrop). La niih-inonaen polvo sedisolvió en agua

bidestiladay desionizada,acidificandola soluciónconCIII, hastaconseguir

una mezcla homogénea,cuando se alcanza un pH de 2, con una

concentraciónde la soluciónmadre de 2 mg/mI. El lactato de milrinona

viene disuelto por Sterlñig - Winthrop, en solución acuosa, a una

concentraciónde 1 mg/ml.junto con dextrosaa unaconcentraciónde 4,7

gr/rnl, y ácidoláctico,hastaconseguirun pH de lasoluciónde 4.

Las solucionesde fármacosse administraroncon micropipetasde

precisión( Brand>, no sobrepasando,enningúncaso,el volumenañadido,

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



81

MaterialyMétodo

2. MÉTODO

2.1. Procedimientoexperimental

Los segmentos arterialesfemoralesy pulmonaressemontaron,en un

sistema para el registro de la respuesta isométrica contráctil, en bañosde

órganos aislados. La preparaciónexperimentalse consigueal introducir

por la luz de los segmentos vasculares, dos alambres fmos y rígidos de acero

inoxidable de 50 gm de diámetro cada uno. Esta delicadainserciónsedebe

realizar bajo visión directa con lupa binocular, y con gran delicadeza para

evitar dañar involuntariamenteel endoteliode los segmentosvascularesque

queremos estudiar con endotelioíntegro.

Uno de los alambresaceradosestáunido a un soporte fijo que a su

vez se fija a la pared del baño de órganos; y el otro alambre, introducido por

la luz del segmento vascular, es móvil y se desplaza paralelamente al

anterior y va conectado a un transductor fuerza - desplazamiento(Universal

Transducing Ceil UC3, Statham microscale accesory UL5; y GRASSFTO3)

que convierte los cambios de tensión en estímulos eléctricos de bajo voltaje.

Tras su montaje, las preparacionesse introducenen copas de Alihin

modificadas que contienen 30 ml de solución de Krebs-Henseleit; esta

soluciónsemantienea una temperatura constante de 37 C, gracias a un

serpentín que bafla las paredes de las copas de Alihin. Estas copas poseen
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comocaracterísticaprincipal unadobleparedde vidrio, la cual forma parte

de un circuito cerradoqueconectalas diferentescopasentresí, 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 Cobra).

Con el doble fm de mantener oxigenada esta solucióny equilibraría

en un pH de 7,3 y 7,4, la soluciónes constantementeburbujeadaatravésde

una fina cánula, en la parte inferior de la copa, con carbógeno que es una

mezclagaseosade 95 % de 02 y 5 % de CO2 ( Sociedad Española de

Oxígeno.SA. ). El pH de la solución se comprueba antes de comenzar

cualquier experimento, con un pH - metro de laboratorio, modelo 2001 de

Crison.

Además, las copas de Alihin modificadas disponen de un sistemade

lavado de las preparaciones,por cuya parte inferior se puedeeliminar el

liquido de la copa, y por su partesuperiorse puedeañadir la solucióno

fármacodeseado. Tambiéndisponende un tomillo micrométricounido al

transductor de fuerza, que permite aplicar al segmento vascular la fuerza de

distensiónpasivadeseada,separandolos dos alambres,y al mismotiempo

permitemedirel desplazamientodel alambremóvil.

Disponíamosde dosequiposcompletosderegistroy estudio,con seis

canalescadauno, quehacíanun total de doce canalescon susrespectivas

copas de bailo de órganos, con lo cual preparábamosdoce segmentos
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vasculares por cada animal sacrificado, con lo que optimizábamos al

máximo las arterias femorales y pulmonares de los conejos, como

recomiendan las directricesinternacionalesacercade las BuenasFormasy

ConductaenExperimentaciónAnimal.

Ademásal disponerde seis canalesen cadaequipopudimoseliminar

sesgos de individualidad animal, así como de las características de los

aparatos, montando siempretres segmentosvascularesfemoralesy tres

segmentos pulmonares en cada equipo, y siempre el mismo número de

segmentos vasculares tratados con uno u otro fármaco, en cada equipo.

Para evitar también sesgos por el canal de registro, no se colocaban siempre

en un mismo orden los segmentospulmonaresy los femorales,alternandoen

días sucesivos el orden de distribución de los vasos en las copas de baño de

órganos.

Para preparar los segmentosarterialessin endotelio,antesde montar-

los en los alambres,selespasaporel interior de suluz, un alambre de acero

inoxidable de 200 .tm, y superficie suavemente rugosa que desprende la

capaendotelialde los vasossin dañar la capa muscular, al hacergirar sobre

su superficie los segmentos vasculares insertados endicho instrumento.

La desaparición del endotelio se comprobaba flincionaimente,

mediante el registro de los efectosvasodilatadoresde la acetilcolina,a la

concentración en baño de i05 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 concentraciónen baño de l0~ M, estassustanciasprovocanrelajación

completa de los segmentos vasculares, previamente contraídos con un

agente vasoconstrictorestable, en presenciade endotelio flincionante,

porqueestimulanla produccióny liberaciónde NO endotelialque relaja la

fibra lisa vascular. Esta pruebafuncionales másimportantequeel estudio

morfológico de los segmentos vasculares, ya que nos muestra si existe

endotelio, y a la vez si este se encuentra fisiológicamenteen buenas

condiciones,o porel contrariosi hasido dafladodurantesupreparación.

Se consideraronarterias sin endotelio, aquellas que habían sido

previamentedesendotelizadas,y no se relajabanmás de un 20 % tras la

administraciónde ATP o de acetilcolina. Porel contrario,se consideraron

arterias con endotelio íntegro aquellas en las que no se había

desendotelizado su superficie luminal, y se relajabanmás del 80 %, tras la

administración de ATP o de acetilcolina.

Utilizando esta técnica de baño de órganos se determinó, en primer

lugar la tensión basalde trabajo y la respuestaisométricade las arterias

femorales y pulmonares de conejo, a distintas sustancias vasoconstrictoras,

determinandoseguidamentelas curvas dosis-respuesta de la milrinona, en

ambos territorios vasculares. Posteriormente, se analizó el papel del

endotelio y del óxido nítrico, 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 esquemasimplificado de los equiposde registroutilizados en la

realizacióndenuestrotrabajose muestraen la Figura 1.

2.2. Tensiónbasal

Antes de procederal análisis de la respuestaarteriala los estímulos

vasoactivosen una serie de experimentos,se determinó previamentela

tensión basalde respuestavascular. Paraello se analizó la respuesta

vascularproducidapor el cloruro potásico(Clk) (50 mM), despuésde

exponerlas arteriasadistintastensionespasivas. La tensiónpasivaa la que

seobtuvo la máxima respuesta fue considerada como la tensión óptima de

respuestavascular.

A veinticuatrosegmentosarterialespulmonaresy otros veinticuatro

femorales,todosellosconendotelio,procedentesde cuatroconejos,dosma-

chosy dos hembras,se les aplicarontensionespasivasde 100, 300, 600,

1000, 1300, 1600 y 2000 mg, en secuenciaselegidasal azary en cadaten-

siónseregistréla respuestavascularal Clic. Paraaplicarla tensiónpasiva

deseada,los segmentoserandistendidosseparandolos dos alambres,me-

dianteel desplazamientodel tomillo micrométrico.
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Representaciónesquemáticadel modelo experimental
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37~C
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Figura II.

utilizadoparael registrode la tensiónisométricaa 37 “ C.
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Cuando los segmentosarterialeseran distendidos se producía un

aumentoinmediato de la tensión pasiva, seguidode una relajación, y la

tensión se reajustabaal valor deseado,distendiendorepetidamentelos

segmentoshastaque se equilibrabaen la tensión buscada. Una vez

equilibradas,las arteriasse activabancon Clic que se añadíaal baño para

alcanzaruna concentraciónde 50 niM, y se media la confracciónen el

punto máximo.

En estosestudiospreliminares,seencontróquela tensiónpasiva,en

la que se obtuvo la respuestamáxima, estabacomprendidaentre 1300 -

1600 mg, tantoparalas arteriasfemorales,comoparalas pulmonares,por lo

que se considerócomo tensiónbasalde trabajo 1500 mg. Por ello, los

estudiosde la respuestaa los estímulosvasoconstrictores,sellevarona cabo

en las arterias previamentedistendidas,y estabilizadasen 1500 mg de

tensiónpasiva,precisandolos segmentosarterialespulmonaresun tiempode

estabilizaciónmayor para conseguirla tensión basal, que los segmentos

femorales,así las arterias femoralesse estabilizabanen 50 - 70 minutos,

mientraslas arteriaspulmonaresnecesitabanmás tiempo, entre 100 y 120

minutos.
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2.3. Diseñosexperimentales

Los anillos vasculares una vez estabilizados en la tensión óptima de

trabajo, durante al menos sesentaminutos, paralas arterias femorales, y 120

minutos para las pulmonares, sin cambios de tensión, se les sometía

inicialmente a un estímulo vasoconstrictor con Clic, para estudiar la

contractilidad del músculo liso vascular, ante una despolarización directa de

la membrana muscular, y asi se comprobó, la capacidadfuncional de las

fibras musculares lisas, registrando su respuestacontráctil a una

concentraciónsubmáximadeClic de 50 mM.

Esta concentraciónsubmáximafue determinadaen experimentos

preliminares, en los que realizamoscurvasdosis-respuestaal Clic a distintas

concentraciones(10, 20, 30, 50 y 100 mM ), en arterias femorales y

pulmonares, con y sin endotelio. El ClIc se añadía de formaacumulativaal

bailo para alcanzar las diferentesconcentracionesdeseadas,y se medíaa

continuación el punto de máxima respuesta.

Con esta contracción se comprobaba la integridad, y flincionalidad de

la capa media vascular, ya que si alguna preparación no alcanzaba una

contracción submáxixna, es que habíamos destruido las fibras musculares

vasculares,en algún momento de la preparación, y esa preparación era

retiradade estudio, y se sustituíapor otra nueva. Posteriormente,las

preparacioneseranlavadascon solución de Krebs-Henseleita 37 C de
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temperatura,libre de fármacoagonista,repetidasveces,hastaconseguir,una

vez más la estabilización de la preparación, en la tensión basal.

Para estudiar el papel del endotelio, en la respuestavascularde la

mitrinona, se prepararon segmentos arteriales femorales y pulmonares

desendotelizados, con la técnica anterionnentecomentada. Paracomprobar

flincionainiente la integridad o no del endotelio, se administraba al baño,

fenilefrmna ( io-5 M), y una vez que se alcanzaba una contracción estable, se

administraba en las preparaciones acetilcolina~í o~ M) o ATP (1 o~ M),

que provocan vasodilatación, cuando el endotelio está íntegro, mediante la

estimulaciónde la liberacióndeNO. Se expresóla integridaddel endotelio

en porcentaje,haciéndoseequiparableal porcentajede inhibición que estas

sustanciasproducíansobreel efectocontráctilde la fenilefrmna.

Para estudiar el papel del óxido nítrico ( NO ), en la acción

vasodilatadorade la milrinona, independientementedel resto de factores

moduladoresdel endotelio,un grupo de segmentosarterialespulmonaresy

femoralesconendotelio,seincubaroncon - nitro - L - arginina(L - NA)

a una concentraciónde itT5 M. Esteinhibidor de la síntesisde NO, se

añadía al baño 30 minutos antes de inducir la vasoconstriccióncon

fenilefrmna ( lO~~ M ) y pennanecía hasta el fmal del experimento,

realizándose a continuación la curva dosis - respuesta de la milrinona ( 3 x

108 - 10” M). Posteriormente, se añadía al baño un agonista de la síntesis

de NO, la L-arginina ( io-5 M), durante 30 minutos y se volvía a realizar

una nueva curva dosis-respuesta con la milrinona, para revertir los posibles
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efectosproducidospor el L - NA, sobre los territorios vasculares pulmonar

y femoral deconejo.

Transcurrido este tiempo se administraba un agente agonista a-adre-

nérgicoaconcentracionessubmáximas,tanto en arterias femorales como en

pulmonares, con y sin endotelio. Se utilizaron dos agentes, la noradrena-

lina, agonista a1 y a2 adrenérgico, a una concentración de 3 x 10.6 My la

fenilefrina, agonista a1 adrenérgico,aunaconcentraciónde 10~ M.

Estas concentracionessubmáximas se determinaron en estudios

preliminares, en los que se realizaron curvas dosis-respuesta,con

noradrenalina a distintas concentraciones,desde 1 o~ hasta 1 o-” M, y con

fenilefrmna, a iguales concentraciones, en arterias femorales y pulmonares,

con y sin endotelio. Estosfármacosse añadíande forma acumulativaal

baño para alcanzar las diferentesconcentracionesdeseadas,y se medíaa

continuación el punto de máxima respuesta. Todas las curvas dosis-

respuesta para los agonistas adrenérgicos utilizados, se realizaron en

presencia de propranolol ( 1O~ M), para bloquear un posible efecto ~3-

adrenérgico de los fármacos. El propranolol, se añadía 20 minutos antes de

procedera registrar las curvas dosis-respuesta,para los agonistasa -

adrenérgicos. Ademásparacomprobarla especificidadde la fenilefrmna

sobrelosreceptoresa1 adrenérgicos,serealizaronlascurvasdosis-respuesta

parala fenilefrinaen presenciade prazosín(106M), quees un antagonista

a,, tanto enarteriasfemorales,comopulmonares,cony sin endotelio.
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Se comprobó, también en los estudios preliminares, que la

contracción inducida, tanto por noradrenalina, como por fenilefrmna, a las

concentracionesantesseñaladas,erancontraccionesestablesqueno sufrían

variaciones, durante al menosmásde70 minutos.

Una vez obtenida una respuestacontráctil máxima y estable, se

procedía al registro de las curvas dosis-respuesta para los efectos

vasodilatadores de la mihinona. Se añadían al baño concentraciones

progresivamentecrecientesy acumulativasde la mili-mona, paraalcanzar

concentracionesdesde3 x í&~ M hasta í04 M, para detenninar si este

fármacopodíarelajar la contracciónpreviamenteestablecida. Antesde la

adiciónde la siguienteconcentraciónde la milrinonaal baño,seesperabael

tiempo suficiente para que la concentraciónprevia ejercierasu efecto

vasodilatadormáximo,y éstefliera estable.

Al finalizar las curvas dosis-respuesta, las preparaciones eran lavadas

consolucióndeKrebs-Henseleita37 C de temperatura,libre de fármacos,

repetidasveces, hastaconseguir, una vez más la estabilizaciónde la

preparaciónenlatensiónbasal,al menosdurante20 minutossin cambios,y

se volvía a administrar Clic ( 50 mM ), y se comparaba la respuesta

vasoconstrictora,con la obtenidaal inicio del experimento,paravalorar la

supervivenciade la preparación,y si existíaunadiferenciasuperioraun 10

%, los resultadosdeesesegmentovascularno seteníanencuenta.
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Tambiénse volvía a comprobarla integridadtbncionaldel endotelio,

sólo en los segmentos vasculares no desendotelizados, mediante la

administración nuevamente de fenileflina ( io~ M), y posteriormentede

acetilcolina ( io-5 M), o ATP ( itT5 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 existía una diferencia superior a

un 10 % con el porcentaje de endotelio íntegro al inicio del trabajo, los

resultados de ese segmento vascular no se tenían en cuenta.

2.4. Determinación de curvas dosis-respuesta

Para detenninar las curvas dosis-respuesta de un fármaco

vasodilatador, como es la milrinona, primero debemos provocar una

vasoconstricción de esos vasos, con un fármaco agonista que produzca una

vasoconstricciónestabley duradera,ya queno sedebealterarmientrasdure

la realizacióncompletade la curvadosis-respuesta.

Unavez conseguidaunacontracciónestable,comenzamosa añadir

directamente en el baño de órganos, y de forma acumulativa,

concentracionesprogresivamentemayoresde la nxihinona, hastaconseguir

su efecto vasodilatadormáximo paracadaconcentración,terminandola

curva,cuandosealcanzala vasodilatacióncompleta,o en su defectounas
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concentracionesmolares superioresa itT” moles ¡ litro, ya que pueden

considerarseinespecíficos,los efectosque se producena concentraciones

superiores a éstas. Las concentraciones se expresan en moles por litro, y

representan la concentración fmal que se alcanza en el baño, y no la

concentración en la soluciónmadre,o solución de fármaco inicial.

En cada curva dosis-respuesta se calculó la ED 50 ( concentración del

fármaco que produciría la mitad del efecto máximo ), para lo que se

detenninaba la mitad del efecto máximo producido por el agonista,y las

concentraciones que lo acotaban. A continuación, se calculaba la

concentración correspondiente a la mitad del efecto máximo, medianteuna

proporción entre el efecto, y el logaritmo de la concentración. El valor

medio de la ED50, 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 ~ (pD2), ya que dichos logaritmos se ajustan a una distribución

normal.

En nuestro caso, al tratarse de curvas dosis-respuesta de inhibición,

donde el efecto que se está midiendo, es la inhibición de una acción

agonista previa, provocada con otro fármaco distinto, se hablaen vez de

dosis eficaz 50 (ED ~), de dosisinhibitoria50 (ID so).
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2.5. Análisis estadístico

Los datos experimentalesobtenidosse expresancomo la media+

error estándar de la misma, para un determinadonúmero ( n ) de

experimentos. Para expresar la concentración del fármaco que produce el

cincuenta porciento del efecto farmacológico máximo, o dosis eficaz

cincuenta (ED so), utilizamos la pD 2 que es el menoslogaritmo en base

diez de la ED50, para facilitar la expresión de los resultados.

La comparación de las medias se realizó utilizando el indice 1 de

Siudenípara la prueba de la significación de promedios, y una probabilidad

menor del 5 %, a favor de la hipótesis de nulidad se consideró

estadísticamente significativa.
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IV. Resultados
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1. Estadísticadescriptiva

1.1. Animales

En el presente trabajo hemos estudiado 170 segmentos vasculares de

arterias femorales, y 174 segmentos de arterias pulmonares,procedentesde

29 conejos Gigante Espaflol 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

kgr (Figura 2). El diámetro externo de dichos vasos, en ftesco, varié de

925 a 1175 jxm (media de 1084±109 jxm ) para las arterias femorales,y de

850 a 975 gxm (media de 924 -¿- 83 gm) para las arterias pulmonares.

1.2. Relación tensión pasiva - contracción

Se utilizaron seis conejos,tresmachosy treshembras,parael estudio

de la tensión 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 segmentosarterialespulmonaresy 36 más femorales.

A estos segmentosse les aplicarontensionespasivasde 100, 300,

600, 1000, 1300, 1600, y 2000 mg., en secuenciaselegidasal azar,y una

vez estabilizadosencadatensión,se registréla respuestavascularal Clk
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(50 mM); todasla arteriasrespondíanconunacontracción,y la fuerzadesa-

rrolladavariaba,segúnla tensiónpasivaaplicadapreviamente.

La respuestamáximaparalos segmentosarterialesfemorales tite de

6 1 + 0,58 gr. , para una tensión pasiva de 1300 mg. no existiendo

diferencias estadísticanientesignificativas ( p > 0,05 ) en la fuerza

desarrolladaalastensionescomprendidasentre1000 y 1600mg.

Los segmentos arteriales pulmonares presentaronuna respuesta

máximavasoconstrictorade 3,2+075 gr., cuandohabíansidoestabilizados

enunatensiónde 1600 mg. , no presentándosediferenciasestadísticamente

significativas ( p > 0,05 ) en la fuerza desarrolladapor los diferentes

segmentosarterialespulmonaresal sometersea las tensionescomprendidas

entre 1300 y 2000 mg. Tampoco se presentaron diferencias

estadisticamentesignificativas, con una (p > 0,05 ), entre las tensiones

pasivasóptimasobtenidasde los conejosmachosy hembras,tanto paralos

segmentosarterialespulmonares,comoparalos femorales,paralas mismas

concentracionesdeClic.

Dado quelos rangosde tensionespasivasde los segmentosarteriales

pulmonaresy femoralesestabansuperpuestos,no existiendo diferencias

estadísticamentesignificativas, y con el fin de evitar posibles errores

postenoresy facilitar el protocolo de trabajo, decidimos adoptar como

tensiónbasalde trabajoparatodaslas preparaciones,1500 mg., queeraun
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valor promedio,entre los dos máximos obtenidospara cadatipo de vaso

arterial( Figura 3 y

1.3. Respuestavasoconstrictora

Paralos estudiosde la respuestavasoconstnctoraadiferentesagentes,

se utilizaron seis conejos,cuatro machosy dos hembras,de los que se

obtuvieronun total de 72 preparacionesarteriales,de las que 36 eran

femoralesy las otras 36 pulmonares. A su vez, la mitad de las arterias

pulmonaresy la mitadde las femoralessedesendotelizaron,pararealizarel

estudiode la respuestaen vasoscon y sin endotelio. Obtuvimos,en cada

segmento la curva dosis respuestaa cada uno de los tres agentes

vasoconstrictoresensayados:Clic, noradrenalina,y fenileifina, tras varios

lavadosconsoluciónde Krebs - Henseleit,empleándoseestosfármacosen

ordenaleatorio.





101

Resultados

1.3.1. Respuestaal CIk

Los resultadosobtenidostras realizarcurvasdosisrespuestade Clk a

distintas concentraciones,desde 10 hasta 100 mM, tanto en segmentos

arterialesfemoralesy pulmonares,con y sin endotelio, demostraronque

todoslos segmentosarterialessometidosa unatensiónóptimade 1500 mg

respondíancon confracciónal Clic, que fue dependientede la dosis. El

aumentode tensión isométricase iniciaba rápidamentey se manteníaen

formade meseta.

No sepresentarondiferenciasestadisticamentesignificativasentrela

curvasdosisrespuestaal Clic, de las arteriaspulmonarescony sin endotelio

(p > 0,05 ). Tampocola presenciao ausenciade endotelio,modificó

significativamentela respuestavasoconstrictoraal Clic en las arterias

femoralesdeconejos.

La contracción desarrollada por las arterias pulmonares fue

significativamentemenor ( p < 0,01 ) que la desarrolladapor las arterias

femoralesa igualesdosisde Clic, independientementede la presenciao no

de endotelioíntegro. En las arterias femorales,la respuestacontráctil

máxima( 6,9 + 0 64 gr. ) seconsiguióconunaconcentraciónde Clic de 80

mM, y en las arteriaspulmonares( 3,8 ±0,84 gr. ) con 100 mM de Clic.

Peto en estas últimas, la respuestaobtenida con 100 mM no era

significativamentesuperior( p > 0,05 ) a la alcanzadacon 50 mM, por lo

queen los siguientesestudiosseutilizó la concentraciónde 50 mM de Clic
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paravalorarel estadofúncionalde ambostipos de arterias. De tal forma,

quecuandose probóla viabilidad fimcional de cadasegmentovascularen

los estudiosposteriores,tambiénse observóque 50 mM de Clic, producen

unacontraccióncomparablea la descritaanteriormente. La Figura 4 y 5, y

la TablaVI, resumenla respuestainducidapor el Clk (10 - 100 mM), en

las arteriasfemoralesy pulmonares,cony sin endotelio.

1.3.2. Respuestaoc - adrenérgica

Seemplearoncomoagentesa - agonistas,noradrenalinay fenileflina;

ambos fármacos produjeronuna contraccióndosis dependientede las

arteriaspulmonaresy femorales,cony sin endotelio.

t.3.2.A. Noradrenalina

Arteria Pulmonar

Las arterias pulmonares con endotelio respondieron con una

contraccióndosis dependiente,siendo la I~D2 de 1 3 + 0,1 x 1~7 M y el

efectomáximode 3 5 + 0,54 gr.
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En la curvadosisrespuesta,se comprobóquela noradrenalinaa dosis

superioresa 3 x io5 M, producevasodilataciónde las arteriaspulmonares

de conejo; esteefectoserevertíaañadiendoal baño propranolola dosisde
610 M, llevando nuevamentela curva al punto de contracciónmáxima

obtenidocon dosismenoresde noradrenalina.Esteefectovasodilatadorse

explicapor la pérdidade la selectividadpor los receptoresa adrenérgicos,y

estimulaciónde los receptoresj3 - adrenérgicos.

La contracciónde las arteriaspulmonaressin endotelioinducidacon

noradrenalinano presentódiferenciasestadísticamentesignificativas con

respectoa la inducidaenarteriaspulmonaresconendotelio. Lacontracción

máximafue un 10 % menoren las arteriassin endotelio,perola pruebade

significaciónestadísticapresentóuna(p > 0,05 ) (TablaVII y Figura6).

Tambiénse estudióel tiempoquepermanecíaestablela contracción

inducidapor noradrenalina,en arteriaspulmonarescon y sin endotelio, a

unaconcentraciónsubmáximade 3 x 10 6M. En las arteriasdesendoteli-

zadas,la contracciónpermanecíaestabledurantemásde 70 minutos. En

las arteriascon endotelioíntegro, la contracciónestabletuvo unaduración

mediade49+9minutos, comenzandoarelajarsede formagradualy espon-

táneaapartir de estemomento.
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Tipo de arteria ~ D 2 Tensión
máxima

(M) (gr)

Arteria Pulmonar

Conendotelio l,3+01x100M 3 5+0,54

Sin endotelio 8 2 + 0,07x 108 Nl 3 4 + 0,44

Arteria femoral

Con endotelio 3 4±0,07x i07 M 6 89±0,47

Sin endotelio 31 ±0,08x io-~ M 6 53 ±0,34

Tabla Vil. pD2 ( Tv! ) y respuestacontráctil máxima( gr. + SD ), que se

obtuvo con noradrenalina( io~~ - 1 ~ M ‘) en arterias pulmonares y

femorales,con y sin endotelio.
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Arteria Femoral

Las arteriasfemoralescon endotelio se contrajeronen presenciade

noradrenalinade formadosisdependiente,proporcionandounapD2 de 3,4±

0,07x UY
7M, y un efectomáximode 6,89 + 0 47 gr. Comparandocon los

efectosproducidosenarteriaspulmonares,la sensibilidad,en términosde la

pD
2, fue significativamentesuperior en las arteriasfemoralesque en las

pulmonares,y la contracciónmáxima fue un 25 % menor en arterias

pulmonaresqueenarteriasfemorales.

En las arteriasfemorales,el efectomáximovasoconstrictorse obtenía
5a partir de concentracionesde noradrenalinaen el baño de 10 M, no

consiguiéndoseunamayorcontraccióncon dosissuperiores,perotampoco

observándoseefectos vasodilatadoresen concentracionesde 3 x i0
5 M

hasta104M.

En las arteriasfemoralessin endotelio,no se observarondiferencias

significativas, en la curva dosis respuesta, con respecto a las que

preservaronel endotelio íntegro,presentandouna mismasensibilidada la

noradrenalina,y unacontracciónmáximaun 5 % menoren las arteriassin

endotelio,diferenciaqueno semostróestadísticamentesignificativa,estos

resultadosseexpresanenlaTablaVII y la Figura6

La duración de la contraccióninducidapor noradrenalinacon una

sóladosisde 3 x 10~6Mde unaforma estable,en arteriasfemorales,fue de
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54 + 13 minutos, apareciendouna relajación gradual y espontánea,a partir

de estemomento,en los segmentoscon endoteliointegro, y permaneciendo

la contracciónestablepor más de 70 minutos, en los segmentossin

endotelío.

1.3.2.B.Fenilefrina

Arteria Pulmonar

Las arteriaspulmonarescon endoteliorespondierona la fenileflina

con una contraccióndosisdependiente,siendola pUS de 1 2 + 0,08 x

M, y el efectomáximode4 1 + 0,44gr. Lasarteriassin endoteliopresenta-

ron unapII)z comparable,y unacontracciónmáximaalgo menor( 8 %) que

los controles,pero no siendo estadiferencia,estadisticamentesignificativa

(TablaVIII y Figura7).

Al realizar la curva dosis respuestade fenileflina en arterias

pulmonares, en presenciade prazosin (un bloqueante específico cti-

adrenérgico)a la concentraciónde 10 M, seprodujo un desplazamiento

paralelo de la curva, de 82 veces hacia la derecha. En cambio, la

yohimbina(un bloqueanteespecificocz2 - adrenérgico)aunaconcentración

de ~ 6 M, no modificó la respuestade las arterias pulmonaresa la

fenilefrmna( TablaIX y Figura8).





Art. PULMONAR p D2

Efecto

Máximo

CONTROL

ConPRAZOSIN

ConYOHIMBINA

(M)

1 2+008x10
7

15+004x1W5

lI±005x107

(gri)

4,1+044

2,7+052

3,1 +062

Art. FEMORAL

CONTROL

ConPRAZOSIN

ConYOHIMBINA

31+009x1U 6,9+054

5,1+03671+006x105

62+004x107 5,9+031

Tabla IX. Valores de la pD
2 (M) y el efecto contráctil máximo (gr.), de

las curvas dosis - efecto para la fenilefrina, en arterias pulmonaresy

femorales,enausencia( control ) y en presenciade prazosín ( ¡ o~’ Nl ), o de

yohimbina(10.6M).

lii

Resultados
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Tambiénseestudióel tiempo quepermanecíaestablela contracción

inducidapor fenilefrmn& en arteriasnuirnonarescon y sin endotelio.a una

concentraciónsubmáximadc 10 ~lv!. Tantoen arteriasdesendotelizadas,

como con endotelio integro. la contracción permanecía estable durante más

de 70 minutosparalasdosisantesseñaladas.

Arteria Femoral

Las arterias con endotelio se contrajeron de forma dosis dependiente,

siendo la p~ de 3,1±0,09x 104 M,y”

La sensibilidad,en términos de la EL)
50 . te similar a la de las arterias

pulmonares.y la contracciónmáxima te un 30 % menor en las arterias

pulmonares que en las femorales,diferenciaestadisticamentesignificativ&

con una ( p <0.05 ) (Tabla X y Figura 9).

En las arterias femorales desendotelizadas. la curva dosis - respuesta

para la fenileflina fue similar a la de las arterias con endotelio, sin

diferencias estadísticamente significativas en la El)50, ni en la contracción

máxima.

Al realizar la curva dosis - respuesta de fenileflina en arterias

femoralesenpresenciade prazosín(10
6M), seprodujoun desplazamiento





lIS
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paralelohaciala derechade la curvade 72 veces. En cambio,la yohimbina

(10 6M ) sólomodificó levementelarespuestade las arteriasfemoralesa la

fenileflina, con un desplazamientoparalelohaciala derechade Únicamente

2,2veces(TablaIX y Figura8).

La duración de la contracción inducida por fenileflina (10 ~ M > de

una forma estable en arteriasfemorales,cony sin endotelio,fue superiora

70 minutosenambassituaciones.

Como resultado de todos estos estudios, decidimos utilizar para

nuestros estudios posteriores de respuesta a sustancias vasodilatadoras,

fenileflina para precontraer los segmentos vasculares arteriales, tanto

femorales como pulmonares, ya que fue el fármaco que mantenía una

respuesta contráctil más estable y duradera, en ambos territorios vasculares

estudiados. Se emplearon concentraciones en baño de 10 5M, con lo que

se obtenian respuestas contráctiles submáximasen arterias femorales y

pulmonares.
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1.4. Respuestavasculara marcadoresfuncionalesde la integridad

endotelial

Para comprobar flincionalmente la presenciao ausenciade un

endoteliointegroen los segmentosarterialesen estudio, se emplearondos

sustancias,la acetilcolina y el trifosfato de adenosina,ambassustancias

basan su princio de acción, en estimular la producción y liberación de óxido

nítrico endotelial, induciendo de esta forma una vasodilatación endotelio -

dependiente en los segmentos arteriales previamente contraídos, cuando

estos poseen un endotelio integro thncionante, y en cambio, no producen

ningún efecto vasodilatadoren los segmentosarterialessin endotelio. Para

estos estudios de respuesta vascular a los marcadores fbncionales 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,precontraidascon fenilefrina a

una dosis de i05 M, una vez estabilizada la contracción, 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 - - 10 -
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paraestudiarel efectode estefármaco,en ambosterritorios vasculares,con

y sin endotelio.

Arteria Pulmonar

El tono activo inducido por la fenilefl-ina ( i05 M ) en arterias

pulmonares con endotelio presentó una media de 3 2 + 0 49 gr; y en arterias

sin endotelio, tite de 3,1 + 0 42 gr.

La acetilcolúxaprodujo relajación dosis dependienteen las arterias

pulmonaresconendotelio,aunaconcentracióncomprendidaentre(3 x í o~
- 10 6M), consiguiendounarelajaciónmáximadel 65 % + 8 % y unap~

de 2.2 + 008x 10 7M; sin embargo,dosissuperioresalO 6M, inducían

contracciónen los segmentosarterialespulmonaresconendoteliointegro.

Asimismo, en las arterias pulmonares con endotelio, tratadascon el

inhibidor de la síntesis de óxido nítrico, L - NA, veinte minutos antes de la

contracción con fenileflina, a una dosis en baño de 10 ~ M, la relajación

inducida por la acetilcolina tite mucho menor que en las arterias no tratadas,

con una relajación del 23 + 5 %en los segmentostratadoscon L - NA,

frente al 65 %+ 8 %de las arterias sin L - NA y con endotelio íntegro; este

efecto se conseguía revertir,mediantela administracióndeL-arg (10~Mj).
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Por el contrario, las arterias pulmonares desendotelizadasno

presentabancambiosensucontracciónoestoseranmínimos,no alcanzando

más del 14 % + 4 % de vasodilataciónsobre la contracciónprevia con

fenilefi-ina.( Figura 10y TablaXI)

Arteria Femoral

La acetilcolinaprodujo relajación dosis dependiente en las arterias

femoralesconendotelio,paratodaslas concentracionesempleadas(3x1fr8 -

10 ~ M), sin presentarseen ningún momentoefectos vasoconstrictores,

mostrandounarelajaciónmáximadel 96 % + 3 %, y unapl)
2 de 1 2+ 0 1 x

10
7M.

La adiciónde un inhibidor de la síntesisde óxido nítrico, L - NA, al

baño de órganos, 20 minutos antes de la realización de la curva dosis

respuesta de acetilcolina, en los segmentosfemoralesconendotelio,inhibía

la vasodilatación inducida por acetilcolina, consiguiéndoseun efecto

vasodilatadormáximo de sólo el 22 % + 4 %. Esta inhibición de la

respuestaa la acetilcolinaseconseguíarevertir mediantela administración

de L - arginina ( ío-5 M), el precursorde la síntesisde óxido nítrico, que

por tanto, revierteel bloqueopor competiciónde sustratode la síntesisde

óxido nítrico realizadoconel L - NA.
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Art. PULMONAR p ~ RELAJACION

(M) (%deltonoactivo)

CONENDOTELIO

L-NA

L-NA+L-Arginina

SINENDOTELIO

22+008x1W7

32+005x107

28+006x107

31±004x104

65+8

23±5

50+6

14+4

TablaXI. Valoresde la pD
2 (M ) y la relajación máxima ( % ) de las

curvasdosis-efectoparala acetilcolina,en arteriaspulmonarescon endotelio

integro ( control y sin endotelio,y arteriasíntegrasen presenciade L - NA

(1&M) y deL - NA añadiendodespuésL - arginina(1(1V M).
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Por el contrario,la acetilcolinano tuvo efectos vasodilatadores en los

segmentos vasculares femorales sin endotelio, no modificandola curva de

contraccióncon fenilefrmna más de un 7 % + 4 %, con respectoa la

contracciónmáximaestableconseguida.(Figura11 y TablaXII>

1.4.2.Respuestavascularal trifosfatodeadenosina(ATiP)

La acetilcolinaproduceen las arterias pulmonaresde conejos una

respuestadual; por un lado, estimula la producción de óxido nitrico,

produciendo vasodilatación,pero en dosis crecientestambién produce

vasoconstricción, lo que hace que estos efectos contrapuestospuedan

emnascararse entre si. Por ello no es convenienteutilizar la acetilcolina

como marcador funcional de la integridad del endotelio en arterias

pulmonaresde conejos.

l)ebido a la necesidadde buscar otro marcadorde la integridad

endotelial para la circulación pulmonar de conejos, estudiamos la respuesta

vascular al trifosfato de adenosina( ATP ) en segmentosarteriales

pulmonares y femorales, precontraidoscon fenilefrmna( io-5 M), ya que el

Al? esúmulalos receptorespurinérgicosendoteliales,lo que provocauna

síntesisy liberacióndeNO, produciendounavasodilatacióndependientedel

endotelio.
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Art. FEMORALES pD2 RELAJACION

(M) (%deltonoactivo)

CONENDOTELIO

L-NA

L-NA+L-Arginina

SINENDOTELIO

12+OIxI&
7

19+006x¡04

17+007x1&7

23+OO4xIV

96+3

32+4

66+8

7+4

TablaXII. Valores de la ~US(M ) y la relajaciónmáxima ( % ) de las

curvasdosis-efectopara la acetilcolinaen arteriasfemorales,con endotelio

integro ( control), sin endotelio,y arteriasíntegrasen presenciade L - NA

(105M), y deL - NA, añadiendodespuésL - arginina( 11<M).
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Arteria Pulmonar

El ATP (10 - - 10 “‘M) produjorelajación,dosisdependiente,de

las arteriaspulmonarescon endotelio( pl)2 de 9 6 + 0,08 x 10 - 8

mientrasqueen las arteriasdesendotelizadasla respuestafue nulao estaba

muydisminuida.

En las arteriaspulmonarestratadascon el inhibidor de la síntesisde

óxido nitrico ( L - NA ), la relajacióninducida por el ATP tite mucho

menorqueen las arteriasnotratadas(relajaciónmáximadel tono activodel

16+4%conL-NA;frenteal96+4%sinL-NA). Esteefectorevertia,

mediante la administración de L - arginina ( 1W
5 M ) a las arterias

previamente tratadas con L - NA. (Figura 12 y Tablaxuiii>

Arteria Femoral

El Al?, al igual que la aceticolina, produjo relajación dosis

dependiente de las arterias femoralescon endotelio, y estarespuestaera

prácticamentenulaenestasmismasarteriassinendotelio.

El tratamiento con L - NA (1W5 M) modificó, significativamente

(pczO,01) la respuestaalAl? de arterias femorales con endotelio, dismmu-
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Art. PULMONAR p D2 RELAJACION

(M) (%deltonoactivo)

CONENDOTELIO 96 + 008 x ío~ 96 + 4

L-NA

L-NA+L-Arginina

SINENDOTELIO

61+006x10
4

34+004x1ÉY7

33+005x1027

16+4

56+7

9+4

TablaXIII. Valoresde la p~ ( M ) y la relajaciónmáxima ( % ) de las

curvas dosis-efecto para el ATP, en arterias pulmonares con endotelio

íntegro ( control ), sin endotelio,y arteriasíntegrasen presenciade L - NA

(ío~ My y de L - NA, añadiendo después L - arginina(1W M).
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yendo la vasodilatación máxima inducida por el ATP, quepasódel 97+3%

sin L - NA, a un 24 + 5 %con L - NA. Si a continuación administrábamos

L-arginina (l0~ M), se revertía parcialmenteel efectoantagonistadel UNA

sobre la síntesis del óxido nítrico (Figura 13 y Tabla XIV).

1.5. Curvas dosis - respuesta de la mitrinona

Antes de obtenerlas curvas dosis - respuesta con la milrinona, y dado

que este fármaco precisade un pH muy bajo para su disolución en agua,

tuvimos que realizar estudios preliminares, paravalorar los posiblesefectos

de los excipientes empleados. Seutilizó dossolucionesde la miltinona;por

un lado la milrinona pura, en polvo, que se disolvió en agua bidestilada,

acidificandoel medioconCIII, hastaconseguirdisolverlamilrinona,lo que

se obtuvo al llegar a un pH de 2. También se utilizó una sal de la

mihinona, el lactatode nuuirinona,ya quela esterificaciónde la milrñxona

conel ácidoláctico aumentasu hidrosolubilidad,lo quepermiteque venga

presentadaenunasoluciónacuosa,con dextrosa4,7gr. ¡ ml. , y unpH de 4.

Portanto,realizamosestudiosde los efectosde ambosexcipientes,en

arterias pulmonares y femorales, con y sin endotelio, precontraidas con

fenilefrmna ( i0~5 M ), administrando la misma cantidad acumulativa de

excipiente, con los mismos intervalos de tiempo, y de igual forma que si
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Art. FEMORALES p D2 RELAJACION

(M) (%deltonoactivo>

CONENDOTELIO

L-NA

L-NA+L-Arginina

SINENDOTELIO

98+OO6xlV
8

43+008x100

52+007x104

29+004x104

97+3

24+5

58+9

8+6

TablaXIV. Valores de la pD
2 (M ) y la relajación máxima ( %) de las

curvas dosis-efecto para el ATP, en arterias femorales con endotelio integro

(control), sin endotelio,y arteriasintegrasen presenciade L-NA ( iú~ M~),

y de L - NA, añadiendo posteriormente L - arginina( iW
5 MIt
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friera una curva de dosis respuestacon la milrinona, analizando

disminucionesdel pH del bailo,y posiblesefectosvasodilatadores.

Seobservarondiferenciasestadísticamentesignificativas( p < 0,01),

nada más añadir las dosis acumulativasdel excipiente con pH de 2,

disminuyendo el pH del bañounamediade 0 5 + 0,2 puntos. Sin embargo,

esta disminución del pH del baño no tenía efectos vasodilatadores

significativos ( p > 0,05 > sobre la respuesta vasoconstrictorade la

fenilefrmna, que pudieran enmascarar la respuestaposterioralamilrinona.

Por el contrario, el excipienteen el que viene disuelto el lactatode

milrinona, con un pH de 4, provocó disminuciones, no significativas

(p>0,05),en el pH de los baños, con una mediade 0 2 + 0,2 puntos. Estas

pequeñasdisminucionesdel pH del baño, tras la administraciónde dicho

excipiente,no produjeronningunarespuestavascular,manteniéndosesin

cambiosla vasoconstricciónpor fenilefrmna.

1.5.1. Efectos de la mifrinona sobre las arterias pulmonarescon

endotelio

Se estudiaron36 segmentos de arterias pulmonares con endotelio,

procedentes de 12 conejos,7 machos y 5 hembras, que se estabilizaron en

una tensión basal de 1500mg. durante120minutos,y queseprecontrajeron
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con fenileflina ( i(0 M). Se realizó, una vez estabilizadade nuevola

contracción,unacurvadosis - respuestaa lamilrinona <1 3 x iO8 - í& M),

primero con lactatode milrinona, y a continuacióncon soluciónacuosade

la milrinonapura.

El tono activo inducido por la fenileflina ( i0~ M ) en arterias

pulmonarescon endoteliopresentaunamediade 3 2 + 0,42 gr. En estas

arteriaspreconiraidas,la mitrinonapuray el lactatode rnilrinonaproducen

unarelajacióndosisdependiente,no existiendodiferenciasestadísticamente

significativas(p> 0,05 ) entrelas curvasdosisrespuestarealizadascon la

milrinonapuray conlactatode mitrinona,ni en el efectorelajadormáximo,

ni en la dosis eficaz cincuenta; siendo el efecto relajador máximo del

96+4%del tonoactivo, y presentandounapl)
2 de2 8 +0 1 x 1W

7 M.

No existendiferenciasestadísticamentesignificativas( p > 0,05 ) en

las curvas dosis respuestade la milrinona ( ni la relajación máxima

obtenida,ni en la ED
50)en segmentosarterialespulmonaresconendotelio,

entrelos animalesmachoy hembra.

Asimismo, en estas arterias pulmonares con endotelio, la

administraciónde un inhibidor de la síntesisdeóxido nítrico L-NA (10
5M),

treinta minutosantesde la realizaciónde unanuevacurvade la milrinona,

no sólo no disminuyó la relajación máxima, sino que además la pD
2 fue

discretamentemenor( pl)2 de 9,1 + 0 09 x 1W
8 M), siendoestadísticamente

significativaestadiferencia( p c 0,05). Esto indica quela relajaciónque
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producela milrinona, no sólo no es dependientede la producciónde óxido

nítrico, sino que ademásel bloquearla síntesisde NO, potenciasusefectos

vasodilatadores, en segmentos arteriales pulmonares de conejo con

endotelio. La administración de L - arginina (lo-5 M ) a las arterias

previamentetratadascon L - NA, revenía este efecto potenciadorde la

relajaciónde lamihinona.(Figura14 y 15, y TablaXV)

1.5.2.Efectos de la inlirinona sobre las arterias pulmonaressin

endotelio

Prepararnosotros 36 segmentosarterialespulmonares,a los queseles

retiráel endotelio,medianteun alambregrueso( 200 jun ) y de superficie

suavementerugosa,sobre el que se hacía girar los cilindros vasculares.

Estospreparacionesprocedíande 12 conejos,7 machosy 5 hembras.

Estossegmentosarterialesse estabilizaronen una tensiónbasal de

1500 mg. durante120 minutos, y a continuaciónse precontrajeroncon

fenileflina (1 0~ M), obteniendo un tono activo inducido, que presentó una

media de 32 + 0,51 gr.

Las curvas dosis - respuesta realizadas con la milrinona y con lactato

de miltona mostraron una relajación dosis dependiente,presentandoun

efecto relajador máximo del 96 + 5 %del tono activo previamente
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10 minutos

-9 -8 -7 -6 -5 -4

CONTROL

Con L-NA

Figura 14. Curvasdosis-efectode la milrinona ( 3 x 10 ~

arterias pulmonarescon endotelio íntegro en ausenciade

(control negro),previamentetratadascon L-NA (azul), y

arginina(rojo).

10 minutos

10 minutos

- 1 o~ ) sobre

otros fármacos

con L-NA y L-

3—

jL~

0—

3—

It-

0—

-9 -8 -7 -6 -5 -4

3—

1

0—

-9 -8 -7 -6 .5 -4

Con L-NA+L-Arg¡n¡na
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Art PULMONARES p D2 RELAJACTON

(M) (%deltonoactivo)

CONENDOTELIO

L-NA

L-NA+L-Arginina

SIN ENDOTELIO

28+0,1 x10
7

91+009x104

12+006x1&

13 + 004 x ío~

96+4

99+1

97+3

96 + 5

TablaXV. Valores de la pD
2 ( M ) y la relajaciónmáxima( % ) de las

curvasdosis-efectoparala milrinona, en arteriaspulmonarescon endotelio

integro ( control), sin endotelio, y arteriasintegrasenpresenciade L - NA

(1W
5 M>, y deL - NA, añadiendoposteriormenteL - arginina(1W5 Kfl.
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conseguido,y con unapl)2 de 1 3 + 0 07 x í0~
7 M. Esto muestraque la

relajaciónque la mitrinonaproducesobresegmentosarterialespulmonares

no esendoteliodependiente.

No seobservarondiferenciasestadisticamentesignificativas(p>O,O5)

en la respuestavascular obtenida con la milrinona y con lactato de

mitrinona, tampocoexistierondiferenciasentrelas curvasdosisrespuestade

segmentosarterialespulmonaresde animales macho y los de animales

hembra(Figurasl6y 17,yTabIaXV).

1.5.3.Efectosde la m¡lrinonasobrelas arteriasfemoralesconendotelio

Estudiamoslos efectosde la milrinonay el lactatodemiltinona en 36

segmentosarteriales femoralescon endotelio íntegro, procedentesde 12

conejos,7 machosy 5 hembras,quetrasconseguirla estabilizaciónen una

tensión basal de 1500 mg., durante45 minutos, se precontrajeroncon

fenilefrmna(l0~ M), consiguiendoinducir un tono activode 5 6+0,64gr.

Una vez estabilizadala contraccióncon fenilefrina, serealizaronlas

curvasdosisrespuestade la milrinona, aunaconcentraciónen baño,desde

3x1W8 , hasta1O~ M, produciendo,tanto lamiirinonacomoel lactatode
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milrinona, una relajación dosis dependiente,y no presentandoentre sí

diferenciasestadísticamentesignificativas,en el efectorelajadormáximo,ni

en la pD2 . Tampocose encontrarondiferenciassignificativasentre la

respuestavascularobtenidaen segmentosarterialesprocedentesde conejos

machos,respectoa la de conejoshembras.

El conjunto de curvas dosis efecto realizadas en segmentosarteriales

femoralescon endoteliopresentanun efectorelajadormáximodel 95 + 4%

del tono activo conseguidopreviamente,y unapD2 de 9 3 + 0 03 x 1 0
7M;

estosresultadossemuestranenla Figura18 y 19, y en la TablaXVI.

Estasarteriasfemoralescon endoteliointegro, unavez realizadaslas

primerascurvas,se lavabannumerosasvecesy tras comprobarnuevamente

la integridad funcional del endotelio y de la capa muscular, se le

administrabaala preparaciónun inhibidor de lasíntesisdel óxido nítrico, el

L - NA ~ í o5 M ), treinta minutos antesde la realizaciónde una nueva

curva dosis efecto de la mifrmnona. El efecto relajador máximo de la

milrinona no disminuyó por la presencia del L - NA, consiguiendo una

relajacióndel 94 % + 5 % ; y la pD
2 presentóunvalor de 2 1 + 0,04 x 1W

6

M, no mostrandodiferenciasestadísticamentesignificativas,con las curvas

dosisrespuestaobtenidasen arteriasfemoralesconendotelioy sin L - NA,

lo que implica que el tratamiento con L - NA no modificó

significativamentela respuestaa la milrinona, en las arteriasfemoralescon

endoteliointegro. (Figuras18 y 19, y TablaXVI)
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Art FEMORALES p D2 RELAJACION

(M) (%deltonoactivo)

CONENDOTELIO

L-NA

SIN ENDOTELIO

93+003x1(0
7

2 1+004 x106

11+006 x11V6

95+4

94+5

94+4

TablaXVI. Valores de la P02 ( M ) y la relajación máxima ( % ) de las

curvas dosis-efectopara la milrinona, en arteriasfemoralescon endotelio

íntegro(control), sin endotelio, y arteriasintegrasen presenciade L - NA

( IW5M).
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1.5.4. Efectosde la inlirinona sobre lasarteriasfemoralessin endotelio

Desendotelizamos otros 36 segmentos arteriales femorales,

insertándolosdentro de un alambre de superficie suavementerugosa,y

haciéndolosgirar en ambossentidossobreel alambre. Estossegmentos

procedíande 12 conejos,7 machosy 5 hembras.

Estasarteriasse estabilizarondurante120 minutos, en unatensión

basalde 1500 mg. , posteriormenteseestimularoncon fenilefrmna(10~ M),

con lo queseconsiguióun tono activo inducidoquepresentóunamediade

5 4 + 0,42 gr.

Las curvas dosis respuestarealizadascon la milrinona y con lactato

de milrinona mostraronunarelajacióndosis dependiente,y presentaronun

efecto relajador máximo del 94 + 4 % del tono activo previamente
6conseguido,y unap92 de 1,1 + 0 06 x 1W M, no existiendodiferencias

esíadísticamentesignificativas ( p < 0,05 ) en la pD2. ni en el efecto

vasodilatadormáximo,entrelas curvasobtenidasde las arteriasfemorales

con y sin endotelio,lo que indica que la vasodilataciónproducidapor la

milrinonaenarteriasfemoralesde conejono dependede lapresenciaíntegra

del endotelio. No seobservarondiferenciasestadisticamentesignificativas

(p>-O,05) en la respuestavascularobtenidacon lamilrinonay con lactatode

milrinona, y tampocoexistierondiferenciasentrelas curvasdosisrespuesta

de segmentosarterialesfemoralesde animalesmacho,y los de animales

hembra( Figura20yTablaXVI).
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2. Inferenciaestadística

2.1. Comparaciónde los efectos de la milrinona sobre las

arteriaspulmonaresy femorales

Comparamoslos efectosde la milrinona sobreel territorio vascular

pulmonar,con los obtenidosen arteriasfemoralesen igualescondiciones,

así comprobamosque existían diferenciasestadisticamentesignificativas

(p-czO,01), entre la vasodilatacióninducidaen arteriaspulmonares(pD2 de

2 8 + 0,03 x ío
7M), y las arteriasfemorales(pD

2 de9,3 + 006x 1W
7 Mj),

ambascon endoteliointegro,presentandounadiferenciaen la pl)
2 de 6,2±

0,04 x io-~ M. Sin embargo, no existendiferencias estadísticamente

significativas ( p > 0,05 ), en el efecto vasodilatador máximo,

consiguiéndoseen ambos territorios, la vasodilatacióncompleta de la

contraccióninducidapreviamente.(Figura21 y TablaXVII)

La administraciónde L - NA (1V
5 M) en las arteriaspulmonaresy

femoralescon endotelioíntegrono bloqueaba el efectovasodilatadorde la

milrinona en ninguno de los dos territorios vasculares; sin embargo,

comparandolos efectosdel L - NA sobrela vasodilataciónqueproducela

milrinona, en las arteriaspulmonarescon endotelioíntegro(lapl)
2 presentó

un valor de 06 + 0 07 x 1W
7 M) y en las arteriasfemoralescon endotelio

intacto (pl)
2 1 1 + 0 06 x 106 M), se observaunamayordiferenciaen la

pD2 quesin el L -NA (1,04±0,05x 10~M), ya queelL -NAno sólono
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Art PULMONAR pD2 RELAJACION

CON ENDOTELIO

CON L-NA

SIN ENDOTELIO

(M)

2 8±01 x iú-~

91+009x10
8

13+004x104

(% del tono activo)

96 + 4

99+1

96+5

Art. FEMORAL

CON ENDOTELIO

CON L-NA

SIN ENDOTELIO

93+003x107

2 1+004 xI0~

Ii +006x 106

95+4

94+5

94+4

Tabla XVII. Valores de la pl)
2 (M) y la relajación máxima obtenidos

de las curvas dosis-efectode la milrinona, en arterias pulmonaresy

femorales, con endotelio íntegro, sin endotelio, y arterias íntegras en

presenciade L-NA (1O~ MÍ
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contrarrestala vasodilataciónde la mitrinona en las arteriaspulmonares,

sino que la favorece, mientras que no modifica la vasodilataciónde la

mihinonaenel territorio femoral (Figura22 y TablaXVII).

Si comparamoslas curvas dosis respuestade la milrinona en las

arteriaspulmonaressin endotelio con las arterias femoralestambién sin

endotelio, vemos que existen pequeñas diferencias estadísticamente

significativas, entre ambas,con una pD2 de 1,3 + 0 04 x 1W
7 M en las

arteriaspulmonares,frentea unapD
2 de 1 1 + 0,06 x 106 M en las arterias

femorales,conunadiferenciasignificativa(p <0,01)de 9 7 + 0 03 x10
7M.

Porel contrario,no existendiferenciasen el efectovasodilatadormáximo,

ya que en ambos territorios arterialespulmonary femoral la milrinona

consigueun efecto vasodilatadormáximo y completo de la contracción

inducidaconfenileflina ( Figura23 y TablaXVII).
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V. Discusión
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1. DISCUSIÓN METODOLÓGICA

Parapoder estudiarel comportamientofisiológico, y farmacológico,

del sistemacirculatorio arterial, se han diseñadomultitud de sistemasy

modelosexperimentales. Inicialmenteserealizarontodoslos esfuerzospor

desarrollarestudios¡ti vivo, pensandoidealmenteque señamejor estudiar

estesistemaarterial,en la propiavasculaturaIntacta.(41,42)

Sin embargo,pronto se pudo observargrandeslimitacionesa estos

estudiosiii vivo, por dos tipos de razones:por un lado las derivadasde las

propiasliniltacionesde las técnicasde medición,ya que los aparatoscon

que contamosen la clínica parael estudiode la circulaciónarterial están

sometidosa grandesimprecisiones,y además,la mayoría de los datos de

resistenciasy flujos arteriales,no sonmedidosdirectamente,sino calculados

apartir de las de presionesobtenidas. Todo ello hacea estosaparatosmás

fiables para un seguimiento evolutivo iii vivo, que fiables a la hora de

conocerexactanienteun valor absoluto de un parámetrohemodinámico

específico.(39,40,41)

Ensegundolugar,y si cabeaúnmásimportante,hay querecordarque

en el animalenvivo seestudian efectos fannacológicos totales,siendomuy

dificil, y a vecesimposible,conoceratravésde quémediadoresfisiológicos

se ha conseguidoese efecto farmacológico. Por el contrario cuando

queremos profundizar en el conocimiento de los mecanismos de actuación

de un fánnaco, los estudios ¡ti vitro nos permitenindividualizarcadaunade
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las vías fisiológicas de acción, ya que se conocenagentesagonistasy

antagonistasparacadaunade ellas, de tal forma que cuandoseobtieneun

efecto farmacológico determinado, mediante el empleo de sustancias

agonistas,y posteriormentese reviertemediantelos antagonistas,podemos

conocercon gran precisiónlos mecanismosfisiológicos por los que está

actuandoel fármaco.(39 40)

Tambiénlos estudiosiii ‘.41ro de las accionesde fármacossobreel

sistemavascularpermitenun estudio comparativomuy exacto sobre los

efectos de un mismo fármaco en los distintos territorios vasculares,

arterialesy venosos, encontrandomejor posibles diferencias,y pudiendo

saberaqué sondebidas. Sin embargo,en los estudiosen vivo son dificiles

de realizar estos estudioscomparativosvasculares,ya que se juntan tal

cantidad de interaccionesfisiológicas y farmacológicas,a la vez, que

puedenalterarlos resultadosobtenidos,y sobretodo, imposibilitarel estudio

detalladode las víasy mecanismosde actuacióndel fármaco.(40,41)

Nosotros nos decidimospor la técnica de registro isométrico de

segmentosvasculares aislados montados en alambres,por reunir dos

característicasimportantes:por un lado, la sencillezen su preparacióne

interpretación de los resultados,lo que evita que se produzcansesgos

debidos a la técnica de estudio,y a la vez,una igual o mayor fiabilidad que

el modelo de segmentosarterialescon cilindros vascularescanulados;la

únicateóricaventajaquepresentaesteúltimo modelofrenteal de los anillos

montadosen alambres,es que se trata de una técnica más moderna,
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desarrolladacon posterioridad,y que intenta ser una aproximaciónmás

fisiológicaal estadoin vivo.

Por esta serie de razones, la técnica de registro isométrico de

segmentosvascularesaisladosen bailo de órganos,tieneplenaactualidady

vigenciaparael estudiode la fisiología del sistemacardiovascular,y de los

efectosde cualquierfármacosobre estesistema. Tan es así, quenunca

falta en la caracterizaciónfarmacológicade cualquierfármaco,y siempre

ocupa un lugar importante en los laboratorios de experimentaciónde

cualquierDepartamentode Farmacologíao Fisiología, y en la Industria

Farmacéutica.(39Ao,41,42)

2. DISCUSION DE RESULTADOS

2.1. Estudiosde respuestavascularvasoconstrictora

Dentrode los ensayospreliminares,en los queestudiamoslos efectos

de tas sustanciasvasoconstrictoras,noradrenalinay fenilefrmna, sobre los

segmentosarterialespulmonaresy femorales de conejo, escogimos la

fenilefrmnacomo agente,parala precontracciónde estossegmentos,en los

estudiosposterioresde curvasdosisefecto,ya quela contracciónqueesta
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sustanciainducíaeramásduraderay establequela queconseguirnoscon el

empleode noradrenalina.

Cuandose realizanlas curvasdosis - respuestade la milrinona, es

muy importante precontraera los segmentosvascularescon fármacos

vasoconstrictoresque induzcanunacontracciónestableduranteun tiempo

superior a setentaminutos, ya que por el mecanismode acción de la

milrinona, transcurrendiez minutos en estabiizarsela curva dosis -

respuestatras cadadosificación acumulativa;por tanto, si empleáramos

sustanciasvasoconstrictorascuyacontraccióndisminuyeraespontáneamente

en esossetentaprimerosminutos, estanamosenmascarandolos resultados

vasodilatadoresde laniilrinona.

Porestamismarazón, en estudiossobreagentesvasodilatadores,en

los que se necesitael empleo de una sustanciavasoconstrictorapara la

realizaciónde las curvasdosis- respuestade inhibición, y se requiereque

ésta permanezcaestable duranteun tiempo prolongado, muchos otros

autores también emplean la fenilefrmna como agente

vasoconstnctor.(192,238,239)
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2.2.Estudiosderespuestavasculara marcadoresendoteliales

Tambiénhay que destacar,dentrode los estudiospreliminaresde los

efectosvascularesde los marcadoresflmcionales de integridadendotelial

(acetilcolinay A.T.Pj) en los segmentosarterialespulmonaresy femorales

de conejos,la respuestavasoconstrictoraqueobtuvimoscon la acetilcoliina,

en los segmentosarterialespulmonares. En general,el principio de acción

de estosmarcadoresfuncionales de integridadendotelial,es estimular la

produccióndel FactorRelajanteDerivadode Endotelio (ED.R.F.), que al

liberarseproducevasodilatación,sólo en aquellossegmentosvascularesque

tenganel endotelioíntegro;sin embargo,no seproducirávasodilatación,en

los segmentovascularesa los queseles hayaquitadoel endotelio,de forma

intencionadao inadvertida.

La acetilcolinaes el agentemás clásicoy tradicionalde estetipo de

marcadoresfimcionales; es más, históricamentese puede decir que el

descubrimientodel FactorRelajanteDerivadodel EndotelioporFurchgotty

Zawadzki(Sr), sedebeala acetilcolina,y asucaracterísticade estimularlos

receptoresmuscarinicos endoteliales,activando la síntesis y liberación

endotelialdel ED.R.F.,y asíse producevasodilatacióncuandoel endotelio

estéintegro,en la mayoríade los territoriosvasculares,aunquela respuesta

no es unifonne. Por eso, siempre que se realiza un estudio sobre

flincionalidad endotelial, se valorael efectode la acetilcolinaen el tenitorio

vascularespecíficamentevalorado.(39,51,53)
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La respuestavasculara la acetilcolinaes variable,pudiendoproducir

vasodilatacióno vasoconstricción,segúnel territorio vascular,la especie

animal, incluso la dosis de acetilcolina,o las condicionesfisiopatológicas

del lecho vascular enestudio.(39,53,60,241)

Son ya clásicos los estudios de Kmght y col. (76) , en los que

demostraronquela inyecciónintracoronaria,enmandrilessanossedados,de

una dosis baja de acetilcolina producía vasodilatacióncoronaria, sin

embargo,dosisaltasproducían,en esosmismosanimales,vasoconstricción

y disminucióndel flujo sanguíneocoronario. Estarespuestavasculara la

acetilcolina,no se veía alteradapor el bloqueo de los receptoresa y ~i

adrenérgicos,peroseabolíamediantela administraciónde atropina. Porel

contrario, la arteria ilíaca de estos mandriles siempre respondía con

vasodilataciónacualquierdosisdeacetilcolinaadministrada.(60,76)

Ludmery col. (242) estudiaronlos efectosde la acetilcolinaen arterias

coronariassanasy con arterioesclerosisde hombres, y comprobó que

cuando existía esta enfermedad, las arterias respondían con

vasoconstricción; en cambio, en arterias coronariassanas se producía

vasodilatación. Esteefectoparadójicoseexplicaporquelaarterioesclerosis

produceunadisfunciónenlasíntesisendotelialde E.D.R.F.

Los efectosde la acetilcolinasobre la circulaciónarterial pulmonar

tambiénse han demostradodispares,dependiendode la especieanimal y

condiciones fisiopatológicas. La circulación pulmonar, como otros
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territorios vasculares, recibe inervación del sistema parasimpático

colinérgico, de tal forma que varios estudios han demostradoque la

circulación pulmonar iii vitro e iii vivo respondea la administraciónde

acetilcolina con vasodilatación;sin embargo, también se han demostrado

respuestasvasoconstrictorasen segmentosarterialesaislados,como ocurre

en nuestrotrabajo, y en diseñosexperimentalesde circulación pulmonar

intacta, jugando un papel fundamental, según algunos autores, la

estimulaciónquela acetilcolinapuederealizardel tromboxanoA2. (24í,243,2~)

2.3. Respuestavascularpulmonary femorala la milr¡nona

Desde la aparición en la literatura de los primeros trabajos

experimentalessobre la mihinona en 1983, los estudiosse han centrado

siempre sobre su efecto inotrópico positivo; sin embargo, poco se ha

estudiado,salvoen los últimos cinco años,sobrecomo la milrinona ejercía

sus efectosvasodilatadorespor relajacióndel músculoliso vascular,sobre

sus posibles interaccionescon el endotelio vascular,y sobre la posible

diferente potenciavasodilatadoraen las diferentesregiones del sistema

cardiovascular.<13,14,15,16,17)

La milrinona producesus efectosvasodilatadoresal incrementarlos

nivelesintracelularesde AlvlPc, inhibiendosu degradación,lo quefacilita la
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recaptación de calcio citosólico dentro del retículo sarcoplásmico,y reduce

la entrada de calcio dentrode la célula, disminuyendola disponibilidadde

calcio para las miofibrillas, produciendo relajacióndirectade la fibra lisa

vascular, sin participación,por tanto, del endotelioen esteproceso,lo que

justifica nuestrosresultadostanto en el territorio vascular pulmonar y

femoral de conejos, donde se demostró que no existían diferencias

estadísticamentesignificativas entre las curvas dosis - respuestade la

milrinonaenarteriasconendoteliointegroy sin endotelio.(33181,239)

Por tanto, podemosdecir que la vasodilataciónproducidapor la

milrinona sobre el territorio vascularpulmonary femoral de conejos,es

endotelioindependiente,característicaya descritacon anterioridaden aorta

de rata por Tejerina, Sesin, Delgado y Tamargo (245). Estos autores

estudiaronen profundidadlos efectosde la milrinonasobrelacontractilidad

y los flujos de calcio transmembranaen segmentosvascularesaisladosde

aorta de rata en baño de órganos, concluyendoen sus trabajosque la

mili-mona inhibe la contractilidad del músculo liso vascular, actuando

directamentesobrelafibra muscular,sobrela queproduceunainhibiciónde

laentradade calcioa lacélula,y a lavezfacilita larecaptaciónde calcio por

el retículo sarcoplásmico,lo que disminuye la disponibilidadde calcio

citosólicoparalacontracción.

Estudios posteriores también confirman que la mihinona es un

vasodilatadorqueno necesitafactoresderivadosdel endoteliopararelajar la

fibra lisavascular,y ademásse hademostradoquela mihinonano activani
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los receptoresadrenérgicosni los histaminérgicos(238,239). En nuestros

estudios,en los que inhibíamos selectivamentela producción de óxido

nítrico endotelialensegmentosarterialespulmonaresy femoralesde conejos

con endotelio íntegro, los resultados demuestran que los efectos

vasodilatadoresde la mitrinonano disminuyen,ni en el territorio femoralni

enelpulmonar,al bloquearla síntesisde óxido nítrico.

Por tanto, podemossugerir, que la milrinona es un agenterelajante

directo de la fibra lisa vascular de arterias femoralesy pulmonaresde

conejossanos, sin mediar en esta vasodilataciónni el óxido nítrico, ni

ningún otro factor vasodilatadorderivado del endotelio. En estudios

previos, también se ha demostrado que la milrinona posee efectos

vasodilatadores sobre diferentes territorios vasculares de animales y

hombres; así, Defeo y col. (246) publican, por primera vez, los efectos

vasodilatadores de la milrinona sobrearteriascoronadashumanas; Lindgren

y col. (247) estudian en 1989, los efectosvasodilatadoresde la milrinona

sobrearteriasy venasmesentéricashumanas,y estos mismos autores,en

1991(238),realizanun estudiocomparativode los efectosvascularesde la

milrinona sobre arterias coronarias,pulmonaresy renales,humanasy de

ratas, en el que llegan a la conclusiónque la milrinona tiene efectos

vasodilatadores en todos estos territorios vasculares, y que es un

vasodilatador menos potente sobre arterias renalesy pulmonaresde rata, en

comparación con estos mismos territoriosdehombres.<238,246,247)
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Hamsy col. (248) estudiaroncomparativamenteiii vitro ¡os efectosde

la milrinona sobre segmentos arteriales coronanos, renales y cerebrales de

perrossanos,llegandoa la conclusiónquela milrinona es un vasodilatador

más potentey selectivo de arterias coronarias,que de arterias renales o

cerebrales,que estaacción vasodilatadorase debea la elevaciónde los

nivelesintracelularesdenucleótidoscíclicos,y quesumecanismode acción

difiere de los efectosvasodilatadoresde los calcio antagonistas,nimodipino

y nifedipino.

RecientementeSalmenperay Levy (239) han estudiado iii vitro los

efectos vasculares de la milrinona, la enoximona, la amrmona y la

papaverina,sobresegmentosaisladosde arteriamamadainterna humana,

llegandoala conclusiónquela milrinonaesla quepresentaunacurvadosis

- respuestacon la EL)50 menor,y por tantoesla máspotentevasodilatadora,

y la que más utilidad presentaríaen la prevencióndel vasoespasmode la

arteria mamaria interna, tras la cirugía de revascularización coronaria con

esta arteria.

Nuestrosestudioscomparativosde la potenciavasodilatadorade la

milrinona sobre el territorio vascularpulmonary femoral muestranuna

curvasdosis- respuestamuy parecidas,pero con una EL)50 siempre menor

en las arteriaspulmonares,tanto con comosin endotelio,lo queindica que

la milrinona es inés potentesobre las arteríaspulmonaresque sobre las

femoralesde conejosGiganteEspañol, aunqueestadiferenciavasodilata-

doraseapequeña.
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Los primerosestudiosdirigidos de forma clarasobrelos efectosde la

milrinona en la circulaciónpulmonarfueronrealizadospor 1-larbisony col.

(249) en anillos arterialespulmonaresaislados de vacas y lecho vascular

pulmonar de gatos, comparando los efectos de la milrinona con los

obtenidoscon amrinona, concluyendoque la milrinona tiene efectosmás

potentessobrela circulaciónpulmonar.

Rossingy Dorazen(250) mvestigaronlos efectosdel isoproterenol,la

aminofilina, y la milrinona, sobreel músculo liso traqueal,el parénquima

pulmonar,y sobre las arteriaspulmonaresde cerdos,concluyendoque la

mitrinona era el único fármaco que tenía un efecto vasodilatadormás

potentesobrelas arteriaspulmonaresque sobreel músculotraquealo el

parénquimapulmonar,añadiendocomohallazgomuy novedoso,en cuanto

al mecanismodeacciónde la miltinona,el que la indometacínaeracapazde

inhibir la vasodilataciónque la milrinona producía sobre la fibra lisa

traqueal; sin embargo, no alteraba su efecto sobre los vasos arteriales

pulmonaresy sobreel parénquimapulmonar,sugiriendoque la milrinona

puedetenerdistintosmecanismosde acción segúnlos diferentestejidos, y

que, al menosen la fibra lisa traqueal,debenjugarun papel importantelas

prostaglandinas,en larelajaciónquela milrinonaproduceenestetejido.

Tajimi , Tanakay col. (251) han abierto una línea de investigación,

centrada en los efectos vasodilatadores de diferentes inhibidores de

fosfodiesterasas,sobrela circulaciónpulmonar,así en 1989, demostraron

que el ZSY - 27, un nuevo derivado biperidinico, inhibidor de



¡63

Discusión

fosfodíesterasasdel tipo III, con potentes efectos vasodilatadorese

inotrópicos,presentabaunavasodilatación pulmonar selectiva en penoscon

hipertensiónpulmonar.

Estosresultadosles hicieronestudiarlos efectosde la milrinonasobre

la circulación pulmonarde penoscon hipertensiónpulmonar, provocada

mediantela inyecciónmasivade fragmentosde músculodel propio animal,

en comparacióncon penossanos. En estas primeras investigaciones

llegaron a la conclusión que la mihinona podía poseer un efecto

vasodilatadorpulmonarselectivoen penoscon hipertensiónpulmonar;sin

embargo,no pudieronexplicar el mecanismopor el cual se produceesta

selectividadde acción,postulandoqueuno de los factoresprincipalesseña

la inhibición de la agregaciónplaquetariaproducidapor la miltinona al

incrementarel AIVIPc dentro de las plaquetas,y estodisminuiríala presión

arterialmediapulmonar. Estosautoresconcluyenque se necesitaríanmás

estudiosde los efectosde la milrinona sobre la circulaciónpulmonarpara

conocermejorestosefectos.(252,253)

Estudiosposterioresde Tanakay col. (254) evalúanlos efectosde la

milrinona sobreel contenidopulmonarde agua,enperroscon hipertensión

pulmonarinducidamediantela inyección de bolitas de cristal disueltasen

suero salino, en estos penos, la milrinona volvió a demostrarefectos

vasodilatadorespulmonaresselectivos. Paraestudiarel mecanismode

acciónmidieronenestosanimalesel contenidopulmonarde agua,mediante

el cálculo del volumen pulmonar de agua extravascularpor técnicade
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termodilución( 111V. L), ademáslamitad de los animalessesacrificaron,

y tambiénse medió gravimétricamenteel volumen de contenidopulmonar

de agua.

Los autores concluyeron que la milrinona produce vasodilatación

pulmonar enperroscon hipertensiónpulmonar,dandolugaraunareducción

en el gradientede presión transmuralde los capilarespulmonares,como

expresalahipótesisde Starling. De estaformaTanakay col. (254) sugieren

que la reduccióndel gradientede presionestransmuralcapilarque produce

la mihinona, puede también prevenir el aumentodel volumen de agua

pulmonarextravascular,por lo quela milrinonatendríaun efectopreventivo

en la formación de edemapulmonar. Los autoresjustifican este efecto

farmacológico de la milrinona por el incrementode los niveles de AMIPc

dentro de la fibra lisa muscular y también dentro de las plaquetas y del

endoteliovascular,lo quehacequeseestabiicede forma directao indirecta

la permeabilidadendotelialcapilarpulmonar.

La mayoríade los estudiosclínicosen hombressehandedicadoa los

efectosde la milrinona en pacientescon insuficienciacardíacacrónica,

prestando poca atención al soporte hemodinámico en insuficiencias

cardíacasagudaso reagudizacionesde insuficiencias cardíacascrónicas.

En los últimos cuatro años se están dirigiendo los estudios hacia las

situacionesde fallo miocárdico agudo,y recientemente,se centranen la

evaluación de los posibles efectos beneficiosos en pacientes con

insuficiencia cardiaca aguda e hipertensión pulmonar, situación frecuente en
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el periodo perioperatorio de la cirugía cardiovascular y torácica. (22.23,24,26,31,

32,2 10,255,256)

Hay varios factores que han influido en el aumento de la incidencia

de episodios de hipertensión pulmonar en el periodo postoperatorio de las

cirugías mencionadas; por un lado se ha incrementado importantemente la

edad media de los pacientes que se operan, debido al aumento de la

esperanzamedia de vida en la población, y también a que hoy día se

aceptanparacirugíapacientesen condicionesclínicasmuy límite, que antes

se rechazabanpor la escasa supervivencia postoperatoria, habiendo

aumentadoel númerode pacientesque ya han sido operadosvarias veces,

incluso de cirugías de alta mortalidad y morbilidad. (233)

Dentro de los primeros estudios clínicos que sugieren que la

miliinonaproduceunareducciónsignificativa en las resistenciasvasculares

pulmonares,se encuentranlos realizadospor ScottMonrady col. (256), que

valoraron los efectos de la mi¡rinona sobre la circulación coronaria y el

consumoenergéticomiocárdicoen 18 pacientescon insuficienciacardíaca

gradoIII y IV de la New YorkHeartAssociation( NYRA. ); sin embargo,

sus resultadosse centranen el efecto inotrópico positivo potente de la

milrinona, sin que se produzcaun incrementosignificativo del consumo

miocárdicodeoxígeno.

Benotti y col. ~ realizaron uno de los primeros estudios

farmacocinéticosy farmacodinémicosde la milrinona, en pacientescon
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insuficienciacardíacaseveragrado III y IV de la N.Y.H.A., en el que ya

reconocequela milrinonaproduceunadisminucióndosisdependientede la

presiónarterial pulmonar;sin embargo,proponeun modelo de distribución

de la mihinonabicompartimental,que hoy día seencuentraen entredicho,

gracias a investigaciones recientes, que muestran que un modelo

tricompartimental se ajusta mejor a la biodistribución de este

Eichorn y col. (257) inicialinente, y Mager y col. <25~ más

recientemente,estudiaronlos efectosde la milrinona sobrela función del

ventrículo derecho en pacientescon insuficiencia cardíacacongestiva

severa,grado funcional IV de la N.YHA, y compararonlos efectosde la

milrinonacon los obtenidoscon dobutamina. Llegaronala conclusiónque

el incremento en la fracción de eyección del ventrículo derecho era

comparableconambostratamientos;sin embargo,sóloen el tratamientocon

la milrinona se acompañaba,simultáneamente,el incrementoen la función

inotrópicapositivacon una clara reducciónen la postcargadel ventrículo

derecho,en contraposiciónconel tratamientocon dobutamina,enel que la

mejorade la función ventricularderechase debíafundamentalmentea un

incremento del inotropismo positivo, con escasarepercusiónsobre la

postcargadel ventrículoderecho.

Enlos últimos añosestánapareciendoestudiosencaminadosavalorar

la efectividad de la milrinona en la recuperación tras circulación

extracorpóreay en el postoperatorioinmediatode cirugíacardíaca. Dentro
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de estasmvestigacionessonde referenciaobligadalos trabajosde Fenecky

el Grupo de EstudioMulticéntricoEuropeosobrela milrinona (23,24), en los

que noventay nueve pacientesque fueron operadoselectivamente,para

revascularizacióncoronada,sustituciónde válvula mitral o sustituciónde

válvulaaórtica,fuerontratadosconla milnnona.(26,31,32,33,37,177,210,255)

Estos estudios demostraronque la niih-inona producta un efecto

beneficioso en el gasto cardíaco, pero además del efecto sobre la

contractilidadmiocárdica, se demostró que se producía una reducción

significativaen la presiónpulmonarmedia,y en las resistenciasvasculares

pulmonaresde estospacientes,tras una dosis de cargade 50 ~gr. ¡ Kg.

durante10 minutos de miltinona. Los resultadossobrelos efectosen la

circulaciónpulmonarfueronmuy variables,no teniendounarelaciónclara

con la dosis administrada;sin embargo,los propiosautoresreconocenque

esto puede ser debido a que se tratabade un grupo de pacientesmuy

heterogéneo, no existiendo un grupo específico de pacientes con

hipertensiónpulmonar.(23,24,26,255)

Por ello, estos mismos autores subdividieron los pacientes en dos

grupos,segúnlacifra deresistenciasvascularespulmonaresquepresentaron

antes de ser tratadoscon la milrinona; pacientescon y sin hipertensión

pulmonar. Esteestudiocomparativomostróquese producíaunareducción

significativa en la presión arterial pulmonar media y en las resistencias

vascularespulmonares,al igual queun incrementoen el indice cardíaco,en

ambos grupos de pacientes tratados; sin embargo, existían diferencias



¡68

Discusión

significativas entre estos dos grupos, ya que los pacientes con hipertensión

pulmonar previa al tratamientopresentabanun mayor incrementoen el

índice cardíaco, a la vez que una mayor disminución en las resistencias

vasculares pulmonares y en la presión pulmonar media.<23,24,26,255)

En los dos últimos años se han realizado nuevostrabajossobre el

empleode la mib-inonatras cirugía cardíaca,estudiandodetalladamentela

farmacocinética y la farmacodinamia de este producto tras la circulación

extracorpórea. Por un lado Das y col. (34) evaluaron siete pacientes tras

cirugía electiva cardíacacon circulación extracorpórea,Bailey y col. (32)

estudiaronveinticinco pacientesen estasmismas circunstancias,con tres

distintas pautasterapéuticas,y Butterworth iT y col. (33) , analizaronel

empleo de la nullrinona a diferentesdosis, en veintinuevepacientes,tras

cirugíacardíacaelectivacon utilización de circulaciónextracorpórea. Un

dato novedosoque aportaron estos tres estudios fue que el modelo de

distribución que mejor se ajusta a la milrinona es el tricompartimental,

mejor que el bicompartinientaldescrito en los estudios farmacocinéticos

previos-(37,177,210)

Apartede estenuevodato,queunavezmásponedemanifiestoquela

milrinona salió al mercado sin el suficiente número de estudios

experimentales preliminares, de una forma precipitada, también se

demuestra que la milrinona produce reducción significativa de las

resistencias vasculares pulmonares y de la presión pulmonar media en el
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postoperatorio de cirugía cardíaca electiva con circulación

extracorpórea.<31,3233371772¡O)

Chang y col. (37) han evaluado los efectos hemodinémicos del

tratamientocon la milrinona en diez neonatos que presentaban bajo gasto

cardíaco postcirculación extracorpórea, tras cirugía cardíaca electiva.

Llegaron a la conclusión que la milrinona reduce las presiones de llenado de

ambosventrículos, la presión arterial mediasistémicay pulmonar, y las

resistenciasvascularesarterialessistémicasy pulmonares,incrementandoal

mismotiempo el índice cardíaco,sin aumentarel consumomiocárdicode

oxígeno; sin embargo, se muestran cautelosos en relación a las posibles

propiedades vasodilatadoras selectivas sobre la circulación pulmonar,

sugiriendo que se necesitaránmás estudios,con un mayor número de

pacientes, para esclarecer las propiedades vasodilatadoras pulmonares de la

milnnona.

Dentro de los estudiosespañolessobrelos efectosde la milrinona en

pacientesprogramadosparacirugíacardíacacon circulaciónextracorpórea,

destacael trabajode MC. Batet y M. Pacheco(259), que compararonlos

efectos de la milrinona versus dopaminay nitroglicerina, en el manejo

postoperatoriode 81 pacientessometidosa cirugíacardíacaelectiva, tanto

de revascularizacióncoronada, como de sustitución valvular mitral o

aórtica.
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En el estudiocomparativode estasdospautasde tratamientosobreel

efecto vasodilatador en la circulación pulmonar, estos autores afirman que

en pacientes valvulares con hipertensión pulmonar preoperatoria, la

milrinona conseguíaunadisminuciónmayor de la resistenciasvasculares

pulmonares( R.V.P. ) y de la presiónpulmonararterialmedia( PA.P.M.)

que la dopamina combinada con la nitroglicerina; sin embargo, esta

diferencia en los efectos vasodilatadores entre los das tratamientos, no se

mantenía en los enfermos con enfermedad coronaria y sin hipertensión

pulmonar, en los que la milrinona produce una disminución inicial de las

R.V.P. y de la RA.M.P., que no se mantieneen las veinticuatro horas

siguientes.(259)

Batet y Pacheco (259) concluyen en este trabajo que el tratamiento con

la milrinona, en pacientesconpatologíavalvulary coronariaintervenidosde

cirugía cardíacabajo circulación extracorpórea,tiene unas consecuencias

hemodinámicas,inotrópicaspositivasy vasodilatadoras,claras,quepermite

considerarlocomo una mejor opción terapéuticaque el tratamientocon

dopamina más nitroglicerina. La milrinona produce un aumento

significativo del gasto cardíaco, del indice cardíaco, de los indices de

trabajo ventriculares,y del indice de volumen sistólico, al igual que un

descensode las resistenciasvascularespulmonaresy sistémicas,sobretodo

enenfermosvalvulares.

Clarke>’ col. (260) realizaronestudiosde los efectosde la milrinona, el

dipiridamol y el zaprinastsobrela circulaciónpulmonarde conejos. En
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estos trabajos se incrementaron,inicialmente, las resistenciasvasculares

pulmonares( R.V.P. ), mediantela administración de un agonistadel

tromboxano A2, el U46619, realizándo a continuación curvas dosis -

respuestade inhibición de lasR.V.P.,mediantelos tresfármacos,individual

y conjuntamente.

Estos autores llegaron a la conclusión que tanto la milrinona ( un

inhibidor selectivode la fosfodiesterasadel grupoIII), comoel dipiridamol

y el zaprinast( inhibidores selectivosde la fosfodiesterasadel grupo V ),

son capacesde disminuirlas R.V.P.de forma dosisdependiente,y además,

la combinaciónde un inhibidor de la P.D.E. del grupoV con la milrinona

actúade formasinérgicaenlareducciónde lasR.V.P.(260)

Sin embargo, los inhibidores de la fosfodiesterasadel grupo V

presentaronuna EL)50 menorque la mitrinona, por lo que estos autores

opinan que tanto la fosfodiesterasadel grupo III, como la del grupo V,

juegan un papel importante en el control de las R.V.P., aunque la

fosfodiesterasa del grupo y deberealizarunafunciónmásdestacada. A la

vista de estosresultados,proponenmásinvestigacionesparadilucidar si el

uso combinadode la milrinona y el dipiridamol, pudierajugar un papel

importanteenel tratamientode lahipertensiónpulmonar.(260)

El tratamiento efectivo de la hipertensión pulmonar reversible

dependerá de muchos factores; en primer lugar, de los cambios

fisiopatológicos que se hayan producido en el corazón, fundamentalmente
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sobre la función del ventrículo derecho, y los cambiossobre los vasos

arterialespulmonares,así como de la selectividadfarmacológicasobre la

circulación pulmonar. Lógicamenteel tratamiento de la hipertensión

arterial pulmonartendrásentido siempreque aún no se haya llegado a la

fase terminal, en la que la hipertensión pulmonar está irreversiblemente

establecida y ha causado un fracaso ventricular derecho intratable.

En el manejo de la hipertensiónpulmonarsiemprese ha intentado

buscar fármacos vasodilatadores selectivos que sólo produjeran

vasodilataciónpulmonar; sin embargo, todos los fármacosque se han

utilizado ( nitroprusiato sódico, tolazolina, prostaglandinas,isoproterenol,

etc. - - ), han presentadoel inconveniente de producir vasoditatación

sistémica conjuntamente, por lo que en muchas ocasiones, no sólo no

mejoran la clínica del paciente, sino que la empeoran. En este sentido, el

gran avance terapéutico, sin ninguna duda, lo ha supuesto el óxido nítrico

inhalado, único agente vasodilatador pulmonar selectivo que carece de

efectosvasodilatadoressistémícos.(261)

A pesar de la aparición de este vasodilatadorselectivo, sigue

existiendoun vacío terapéuticoen el manejode la hipertensiónpulmonar,

cuando ésta se asocia a disfunción ventricular y bajo gasto cardíaco,

situación frecuente, tras cirugía cardiaca con circulación extracorpórea,

donde es necesario disponer de agentes con cierta selectividad

vasodilatadorapulmonar, y además, de un potente efecto inotrópico

positivo. En estas situaciones la miltinona, al igual que otros inhibidores de
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P.D.E. del grupo III en estudio, ocuparán un papel terapéutico

importante.(37,255)

Como ya hemos expuesto, existen varios estudios, experimentales y

clínicos, que sugierenque la milrinona tiene un papel beneficioso en el

tratamiento de la hipertensión pulmonar reversible, sobre todo cuando esta

se ve asociadaa una situación de bajo gasto cardíaco,aunquehay que

guardar siempre una gran cautela al trasladar a la clínica los datos

obtenidos, en los estudios experimentales, al igual que en la interpretación

de datos obtenidosen series clínicas, dondeel número de pacienteses

escaso,y además,sejuntantantassituacionesfisiopatológicasen unmismo

paciente,que enmascaranlos resultadosy hacenverdaderamentedificil su

homogeneización.

Por otra parte, no todos los trabajossobre la milrinona son tan

positivos; es más, su primer estudio clínico prospectivorandomízadode

supervivencia,el estudioPROMISE(216), en el que se realizó un tratamiento

oral con dosisaltasde la milrinona ( 40 mg. diariosdurantevariosmeses),

enpacientesconinsuficienciacardiacaseveragradofuncional III y IV de la

N.Y.H.A., demostró que el grupo de pacientes tratados con la milrinona

presentabaun 28 % más de tasade mortalidad que el grupo tratado con

placebo,porlo quehubo queinterrumpirel ensayoantesdesu fmalización.

Se achacóeste aumentode mortalidad que produjo la milrinona, a una

capacidadarritinogénicadel fármaco, que en estudioselectrofisiológicos
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posteriores no se ha podido demostrar, o por algún daño sobre la célula

miocárdicano bien conocido.(2!)

También algunos autores, como Remmey col (262,263) , no son

partidarios del tratamientocrónico con la milrinona para los estadosde

insuficiencia cardiaca, ya que según sus estudios la milrinona produce

efectos contrapuestos sobre la función de bombadel corazón;así pues, en

los pacientes con moderada o leve insuficiencia cardiaca, que presentan

presiones capilares pulmonares menores de 15 mmHg., no sólo no se

incrementabael gastocardíacocon la administraciónde unasoladosisoral

de la miltinona, sino queinclusodisminuía,porqueRemmedesaconsejael

tratamientocrónicoconla mihinonaparala insuficiencia cardiaca.

Sin embargo, estudios más recientes, realizados por Seino y col (34>.

con un número considerablemente mayor de pacientes, han evaluado los

efectos hemodinámicosy la farmacocinéticadel tratamientooral con la

milrinona, en situaciones de insuficiencia cardíacaaguada o crónica

reagudizada, obteniendo en todos ellos un incrementoen el indice cardiaco,

a la vez que una disminución en la presióncapilarpulmonar,acompañado

todo ello con una mejora clara de los síntomas subjetivos y de la exploración

clínica del paciente,por tanto este grupo de autoresvuelve a valorar

positivamenteel tratamientooral conla milrinonaadosisbajas(10mg/día),

durantecortospeñadosde tiempo, parael soporteinotrópico,en pacientes

confallo cardiacoagudoo crónicodescompensado.
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Una vez analizados y discutidos nuestros resultados, las principales

conclusionesa las quehemosllegado,se exponenacontinuación:

1. La mitrinona produce vasodilatación dosis dependiente en

anillos arterialespulmonaresy femoralesde conejosGiganteEspañol,

consiguiendoen ambos territorios una relajación completade la

contracción inducida previamente con fenilefrina. No encontramos

diferenciasen los efectosvascularesde lamilrinonaenrelacióncon el

sexodelos animales.

2. La desendotelizaciónde los segmentosarterialespulmonaresy

femorales, no disminuye los efectos vasodilatadoresde la milrinona,

por lo que podemosdecir quela vasodilatacióninducidapor éstaes

endotelio-independiente.

3. La inhibición selectivade la síntesisdeóxido nítrico, mediante

el empleode un análogode la L - arginina( L - NA), en segmentos

arterialespulmonaresde conejoscon endotelio integro, potenciala

acciónvasodilatadorade la milrinona.

4. La inhibición de lasíntesisde óxido nítrico en anillos arteriales

femorales con endotelio íntegro, no modificó la respuesta vascular a

la milrinona. Por ello podemosdecir que en el territorio arterial

femoral de conejos,el efectovasodilatadorde la milrinona no se ve
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potenciado por la inhibición de la síntesis de NO, a diferencia de lo

que ocurre en el territorio arterialpulmonar.

5. En los estudios comparativos de los efectos vasculares de la

milrinona en los segmentos arteriales pulmonares y femorales, ésta se

presentacomoun fármacovasodilatadorpotenteen ambosterritorios,

no existiendo diferencias significativas en el efecto máximo

vasodilatador.

6. Sin embargo,sí comparamoslas concentracionesmolaresde la

milrinona para obtenerel cincuentapor ciento del efecto máximo

vasodilatador,en las arteriaspulmonaresy en las femorales,vemos

que existendiferenciassignificativas, que nos demuestranque las

arteriaspulmonaresson mássensiblesa la milrinona quelas arterias

femorales.
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