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Resultados. Administracion de urodilatina.

1. Estudios en el corazén aislado de rata.

1.1. Efectos de laadministracién de urodilatina en la funcién ventricular.

Tras 40 minutos de isquemia, la presion telediastélica del ventriculo izquierdo y la
frecuencia cardiaca fueron iguales en todos los grupos de tratamiento. Sin embargo, la presion
desarrollada por el VI durante la reperfusién fue significativamente superior en los corazones

gue recibieron urodilatina a concentracion de 0.05 nM durante los primeros 15 minutos de

reperfusion (p=0.01, figura 27).
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Figura 27. Evolucidn de la presiéon desarrollada del VI (PdeVI) y de la presion telediastolica del
VI (PTDVI) en corazones aislados de rata sometidos a 40 min de isquemia y 60 min de
reperfusién. (*=p<0.05). La barra horizontal indica el tiempo de infusién de urodilatina. Se

representa la media * error estandar.
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1.2. Cuantificacion de la necrosis. Liberacion de LDH.

En los corazones sometidos a 60 minutos de isquemia, seguidos de reperfusién, ésta
se sigui6 de una elevada liberacion de LDH, con un pico maximo a los 3 minutos. La adiciéon de
urodilatina (a concentracion de 0.05 pM) durante los 15 primeros minutos de reperfusion, redujo
de forma importante la liberacion de LDH (91.8 + 8.2 U/g tejido seco/60min, vs 121.1 + 7.3 U/g
tejido seco/60min en el grupo placebo, p=0.02) (figura 28). Por otra parte, no se observo efecto
protector en los grupos que recibieron urodilatina a concentraciones de 0.01 y 1uM. En los

experimentos diseflados para realizar oclusiones de 40 minutos no se documenté liberacién

enzimatica.
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Figura 28. Representacion de la liberacion de LDH recogida en el efluente de seno coronario
de los corazones aislados de rata sometidos a 60 min de isquemia y 60 min de reperfusion. La
barra horizontal indica el tiempo de infusién de urodilatina a diversas concentraciones de 0.01,

0.05y 1 pM. (*=p<0.05). Se representa la media + error estandar.

1.3. Contenido miocardico de GMPc.

El contenido miocardico de GMPc en corazones perfundidos bajo condiciones
norméxicas durante 50 minutos fue de 36.3 + 4.7 fmol/mg de proteina. En aquellos corazones
sometidos a 40 minutos de isquemia y 10 minutos de reperfusion, y que recibieron urodilatina

durante la reperfusién inicial, a concentraciones de 0 (control) o 0.01mM , el contendio
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miocardico de GMPc se redujo significativamente en el miocardio reperfundido, comparado
con el miocardico norméxico (figura 29). El contenido miocardico de GMPc en los corazones
que recibieron urodilatina a concentraciones de 0.05 uM fue similar al observado en el de los
corazones controles (normoéxicos), mientras que los niveles fueron muy superiores a los valores

control para el grupo que recibié urodilatina a concentracién de 1uM (figura 29).
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2. Estudios en el corazdon de cerdo in situ.

2.1. Contenido miocardico de GMPc.

Los animales del grupo disefiado para la determinacién de GMPc en el miocardio de las
areas en riesgo y control (sometidas a isquemia-reperfusiéon o no, respectivamente), en los que
se extraia el corazén a los 5 minutos de reperfusion, permitieron observar que el contendio de
GMPc en el miocardio del area en riesgo estaba significativamente reducido respecto al
miocardio control en los animales que recibieron placebo (fig. 30). En cambio, en los animales
que recibieron urodilatina a dosis de 10 ng/Kg/min, los valores de GMPc en miocardio en riesgo
fueron casi idénticos a los del miocardio control (fig. 30). En el grupo que recibid urodilatina a
dosis de 50 ng/Kg/min, el contendio de GMPc miocérdico fue mucho mas alto que en el grupo

control de los animales placebo (372 + 100 vs 111 + 34 fmol/mg de proteina, p=0.06).
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2.2. Estudios para determinacion del tamafio de infarto.

Al no documentar diferencias en las variables investigadas de los dos grupos placebo (de
cada una de las series de urodilatina a 10 y 50 ng/Kg/min respectivamente), estos 11 animales
se agruparon en un solo grupo, y asi los resultados se presentan homogenizados en 3 grupos:

placebo, urodilatina a dosis de 10 ng/Kg/min y urodilatina a dosis de 50 ng/Kg/min.

2.2.1. Hematologiay bioquimica.
No se apreciaron diferencias en hematocrito, contaje de plaquetas, valores de glucosa,
potasio, sodio o creatinina a lo largo del experimento ni entre los diferentes grupos de

tratamiento (tabla 8).

Tabla 8
Tratamiento Basal Final

Hematocrito Placebo 22.2+0.6 23.3+1.0

(%) Urodilatina 10 21.8+0.1 21.9+1.3

Urodilatina 50 23.4+1.0 24.2+1.0
Plaquetas Placebo 411.4+31.5 355.9+30.1
(x1000/mm3) Urodilatina 10 418.2 +57.6 404.0 £ 56.6
Urodilatina 50 4240+ 31.4 399.8+35.4

-sigue-
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Creatinina Placebo 1.3+£0.07 1.2+£0.05
(mg/dL) Urodilatina 10 1.3+0.1 1.2+01
Urodilatina 50 1.1+0.1 0.95+0.1
Sodio Placebo 139.0+ 3.8 1415+ 2.3
mEq/L Urodilatina 10 147621 146.2+ 3.3
Urodilatina 50 140.3+0.6 140.5+ 0.9
Potasio Placebo 3.4+0.1 3.9+0.2
mEq/L Urodilatina 10 3.2+0.1 4.0+£0.1
Urodilatina 50 3.4%0.1 34+0.1
Glucosa Placebo 105.6 £ 9.3 132.5+19.0
mg/dL Urodilatina 10 117.0+17.9 108.6 + 15.4
Urodilatina 50 111.7+9.4 105.2+3.1
Tratamiento Basal Final

Tabla 8. Determinaciones hematolégicas y bioquimicas en ambos grupos de tratamiento, antes

de la oclusion y al finalizar el experimento. Los valores se expresan como media + error
estandar.

2.2.2. Niveles plasmaticos de Urodilatina.

La administracién endovenosa de urodilatina se siguid de un incremento dosis-
dependiente en la concentraciéon plasmatica de urodilatina en ambos grupos de tratamiento

(figura 31).
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Figura 31. Evolucién de los niveles plasméticos de urodilatina en los animales
que reicibieron la droga a dos dosis diferentes (10 y 50 ng/Kg/min). Se expresan
los valores como media y error estandar. La barra horizontal representa el tiempo
de infusion del farmaco.
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2.2.3. Hemodinamicay flujo coronario.

La frecuencia cardiaca del animal y la presion aértica fueron similares en todos los
grupos a lo largo del experimento, con un progresivo incremento respecto a los valores
basales en el periodo de oclusiéon y primeros 15 minutos de reperfusién. A partir de ese
momento la frecuencia cardiaca y presién arterial permanecieron estables (tabla 9). Los
cambios en la presion telediastélica del ventriculo izquierdo durante la isquemia y reperfusion
fueron similares entre los grupos. Se objetivé un incremento significativo durante la oclusion
coronaria (16.1 £+ 1 mmHg a los 30 min de isquemia) y un aumento mas marcado en la
reperfusion inicial (29.9 + 3 mmHg a los 5 min de reperfusion). A partir de entonces, la presion
telediastolica del VI mostré una reduccién progresiva hasta el final del experimento (17.2 + 2
mmHg a los 120 min de reperfusion). No hubo diferencias entre los grupos en el flujo coronario

durante la reperfusion (tabla 9).

2.2.4. Motilidad regional segmentaria.

Los cambios en la distancia telediastélica (DTD) y el acortamiento sistélico durante la
isquemia y reperfusion fueron similares en los 3 grupos de tratamiento (tabla 9). La oclusién
coronaria indujo un rapido aumento en los valores de DTD y un abolimiento simultaneo del
acortamiento sistélico en todos los grupos. La reperfusion coronaria indujo una reduccion
inmediata de la DTD a los 5 min de la reapertura de la arteria (91 + 3 % del valor basal) que se
siguié de una progresiva recuperacion hasta alcanzar valores cercanos a los basales al final
del experimento. En esta fase no se apreciaron diferencias entre los diferentes grupos. Del
mismo modo, no se aprecié recuperacion de la funcidon contractil durante la reperfusion en
ninguno de los grupos.

La motilidad regional en el territorio de la arteria circumfleja (miocardio control) no
mostré diferencias entre los diferentes grupos de tratamiento, presentando valores muy
estables a lo largo de todo el experimento. En la tabla 10 se reflejan los valores de DTD y

acortamiento sistolico.
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Isquemia Reperfusion

Basal 15 min 45 min 15 min 120 min

FC Control 865 94+6 103 +7 113 +7 109+ 9

(Ipm) URO 10 89+4 92+2 95+ 2 104 +5 116 + 5

URO 50 79+6 87+7 91+6 9% +7 106 + 6

PAM Control 104 =5 104 + 6 107+ 6 108 + 8 113+ 10
(mmHg) URO 10 99 +38 99+9 104 + 8 107 £ 9 117+ 9
URO 50 86 %5 85+6 86+5 88+7 98+8

DTD Control 100 111+ 2 108 + 3 90 + 3 93 +4
(% del basal) URO 10 100 114 + 3 112 + 2 89+5 89+7
URO 50 100 113 +1 110+ 3 93+4 97 + 2
Acort. Sistélico Control 100 2+1 122 7+5 5+4
(% del basal) URO 10 100 -1+2 3+4 6+5 10+ 9
URO 50 100 2+1 5+5 10+ 6 8+9

Flujo Coronario. Control 100 0 0 248 £ 57 236 £ 90

(% del basal) URO 10 100 0 0 234+45 193+ 27

URO 50 100 0 0 196 + 28 224 + 25

Tabla 9. FC (frecuencia cardiaca), PAM (presion arterial media), DTD (distancia telediastélica
entre cristales del area en riesgo), acortamiento sistélico en el area en riesgo y flujo coronario a

lo largo del experimento. Valores expresados como media * error estandar. No hubo
diferencias entre grupos.
Tratamiento Basal 5 min isq. 48 min isq. 120 min rep.
DTD Placebo 100 101+1 102+ 1 100+ 1
(% valor basal) URO 10 100 101 +1 101+ 1 100+ 1
URO 50 100 100+ 1 102+ 1 99 +3
SS Placebo 20.7+29 204+29 20.1+29 194+ 3.6
(%) URO 10 175+ 1.2 16.7+ 1.2 16.2+ 1.3 155+ 1.6
URO 50 204 +1.2 19.2+0.8 19.3+1.0 178+ 1.1

Tabla 10. Valores de la distancia telediastdlica entre cristales piezoeléctricos en el area de
miocardio control (DTD) para los diferentes grupos a estudio (control, urodilatina 10 y 50
ng/kg/min), asi como los valores de fraccion de acortamiento sistélico en miocardio control (SS)
para estos mismos grupos de tratamiento. No se documentaron diferencias entre grupos.

El cambio en la amplitud del movimiento de los cristales piezoeléctricos en al area en
riesgo durante la fase de isquemia, que se utilizé como medida del desarrollo de rigor (figura

12, pagina 42), fue similar en los diferentes grupos. En todos los animales, la amplitud del
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movimiento permanecié estable durante los primeros minutos de isquemia y posteriormente
mostré una reduccion progresiva (reflejo del desarrollo de rigor), a partir del minuto 18.8 + 1.2,
sin diferencias entre grupos (p=0.941). A los 40 min de oclusion, la amplitud del movimiento era

el 50.1 + 7.4% del valor a los 5 minutos de isquemia, sin diferencias entre grupos.

2.2.5. Arritmias.

Todos los animales presentaron complejos ventriculares ectdpicos durante la oclusiéon
coronaria y salvas de ritmo idioventricular acelerado durante la reperfusion inicial. Cuatro
animales (1 del grupo placebo, 1 que recibié urodilatina a 10 ng/kg/min y 2 que recibieron
urodilatina a 50 ng/kg/min) presentaron fibrilacion ventricular durante el periodo de oclusion a
los 27 + 5 min. En el primer minuto de reperfusion, 4 animales presentaron fibrilacion ventricular
(2 en el grupo placebo, 1 en el grupo que recibié urodilatina a 10 ng/Kg/min vy, finalmente, un

animal del grupo que recibié urodilatina a dosis de 50 ng/Kg/min).

2.2.6. Concentraciones plasméticas de GMPc.

Las concentraciones plasmaticas de GMPc presentaron un rapido aumento tras el
inicio de la infusién de urodilatina, llegando a alcanzar los maximos valores a los 30 minutos de
reperfusion (figura 32, pagina 78). En el grupo que recibié urodilatina a dosis de 10 ng/Kg/min,
los niveles plasmaticos aumentaron de 37.4 + 11 a 76.3 £ 11 pmol/mL (p=0.01), mientras que
en el grupo que recibid urodilatina a dosis de 50 ng/Kg/min, los niveles en plasma se elevaron
desde un valor de 54.0 + 14.8 hasta 123.8 = 13.7 pmol/mL (p=0.008). En cambio, los niveles
plasmaticos de GMPc no presentaron ningln aumento significativo en el grupo que recibi6 la

infusién placebo (de un valor basal de 41.2 + 10 a 35.1 + 5.3, p=0.594).

2.2.7. Areade miocardio en riesgo y tamafio de infarto.
El area de miocardio en riesgo englob6 el 10.7 + 0.6 % de la masa ventricular (peso de

14.2 + 0.9 gramos) sin diferencias entre los grupos (p=0.25). El tamafio del infarto se definio

como el porcentaje de miocardio en riesgo que desarrollé necrosis, y fue significativamente

menor en el grupo de animales que recibid urodilatina a dosis de 10 ng/kg/min durante los
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primeros 25 min de reperfusion que en aquellos que recibieron placebo. Sin embargo, en el
grupo que recibié urodilatina a dosis mayores (50 ng/kg/min) se observo tan sélo una tendencia

no significativa a la reduccién del infarto (figura 33).
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Figura 32. Concentraciones plasmaticas de GMPc para los diferentes grupos de
tratamiento a lo largo del experimento. Valores expresados como media + error estandar.
La barra horizontal indica el tiempo de infusion de urodilatina o placebo. *=p<0.05 respecto
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Tabla 11. Tamafos de infarto.

Tratamiento Area en riesgo Area de necrosis Infarto
(9) (9) (% de area en
riesgo)
Placebo 9.8121 5.3175 54.19
Placebo 17.5803 15.0252 85.47
URO 10 17.8122 11.8603 66.59
URO 10 12.5004 2.4633 19.71
Placebo 12.5318 9.4438 75.36
Placebo 12.3032 6.8619 55.77
URO 10 7.4574 1.8938 25.40
URO 10 5.8878 1.3756 23.36
Placebo 13.3040 7.2217 54.28
URO 10 12.0480 6.9932 58.04
URO 50 25.9107 8.8642 34.21
URO 50 14.7711 5.0649 34.29
Placebo 18.0474 10.9747 60.81
URO 50 18.6265 12.8486 68.98
Placebo 17.3383 12.7373 73.46
URO 50 15.0266 9.5647 63.65
URO 50 10.2947 .5808 5.64
Placebo 11.2668 6.5479 58.12
Placebo 20.4391 15.7944 77.28
Placebo 14.6239 7.8978 54.01
URO 50 8.8755 5.8626 66.05
Placebo 15.6029 11.4452 73.35

Tabla 11. Se reflejan las masas de miocardio en riesgo y miocardio necrosado (reaccion
negativa al trifeniltetrazolium) y el tamafio de infarto para cada uno de los experimentos. URO
10: urodilatina a dosis de 10 ng/Kg/min. URO 50: urodilatina a dosis de 50 ng/Kg/min.

3. Resumen de resultados.

Los resultados fundamentales de este estudio pueden resumirse en:

- La concentracién tisular de GMPc estd severamente reducida en el miocardio
sometido a isquemia y reperfusién, en comparacion con el miocardio control

(normoxico).

- La estimulacion de la guanilil-ciclasa de membrana (GCm) con el péptido
natriurético urodilatina en el momento de la reperfusidon coronaria se sigue de un
rapido aumento en los niveles plasméaticos de GMPc y en el contenido miocardico

de GMPc.
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- La administracion endovenosa de urodilatina a las dosis utilizadas en este estudio
esta desprovista de efectos hemodinamicos deletéreos y es capaz de permitir que
se recupere el contendio de GMPc en el miocardio reperfundido, acompafiandose
de una reduccién en el tamafio del infarto secundario a una oclusién coronaria

transitoria.

- Las dosis altas de urodilatina, igualmente bien toleradas hemodinamicamente,
resultan en una elevacion en el contenido miocardico de GMPc en el area
reperfundida mucho mayor que los niveles normales observados en miocardio
norméxico. Este hecho se acompafia de una pérdida del efecto beneficioso

observado con dosis mas bajas, en cuanto a la reduccién del tamafio del infarto se

refiere.
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Resultados. Administracion de nitratos.

1. Animales.

Los 3 animales destinados al protocolo inicial de busqueda de dosis completaron sin
incidencias la totalidad de los experimentos. De los 36 animales que se utilizaron en el
protocolo de isquemia y reperfusidon para cuantificar el tamafio del infarto, se excluyeron dos
animales antes de iniciar la instrumentaciébn al presentar pericarditis fibrinosa; dos por
presentar reoclusion en el periodo de reperfusion; dos al lesionar el ostium de la coronaria
izquierda en las maniobras de cateterizacion de la misma; tres por presentar fibrilacion
ventricular intratable durante el periodo de oclusion; y finalmente dos animales en los que no se
podia delimitar correctamente el area de miocardio en riesgo. La serie final, cuyos resultados
se presentan estaba compuesta por 10 animales que recibieron la solucién con 5-MNI antes de

la isquemia; y por 15 animales que recibieron una solucién placebo.

2. Experimentos preliminares. Busqueda de dosis.

2.1. Concentraciones plasmaticas de 5-MNI.

Los 3 animales que se utilizaron en esta serie recibieron 4 dosis de 5-MNI por sonda
nasogastrica, de 0.3, 0.6, 0.9 y 1.2 mg/Kg de peso, espaciadas entre si 1 hora. Se obtuvieron
niveles cuantificables del farmaco a partir de la primera dosis, donde los niveles presentaban
una fase de meseta a partir de los 30 minutos de su administracién. La figura 34 (pagina 82)
muestra la evolucién de las concentraciones plasmaticas a lo largo de los experimentos. A
partir de estos resultados, y dada la buena absorcion del farmaco en estas condiciones
experimentales, se decidié administrar la dosis de 0.3 mg/Kg en el protocolo de isquemia y

reperfusion.

2.2. Hemodinamica.

La frecuencia cardiaca se mantuvo estable a lo largo de los experimentos, pasando de
unos valores de 67 * 4 Ipm basalmente, a 65 = 5 Ipm a la hora de la primera dosis, y a 77 =7
Ipm los 60 minutos de administrar la cuarta dosis, respectivamente. Con respecto a la presion

arterial media, los animales partieron de presiones de 73 = 7 mmHg, que aumentaron
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ligeramente a los 60 min de la primera dosis, hasta 85 + 6 mmHg, para mantenerse estables
con posterioridad (92 £ 7 mmHg, 95 £+ 6 mmHg y 95 + 6 mmHg a las 2, 3, y 4 horas
respectivamente). El flujo coronario presenté una evoluciéon similar a la de la presion arterial
media, presentando un ligero aumento en la primera hora (de 16 + 3 mL/min, a 23 £ 3 mL/min),
quedando con posterioridad estabilizado a pesar de las dosis crecientes de 5-MNI (23 + 5

mL/min, 24 £ 5 mL/miny 24 £ 5 mL/min a las 2, 3 y 4 horas respectivamente).
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Figura 34. Representacion de las concentraciones plasmaticas de 5-MNI tras las
administraciones repetidas (marcadas con flechas) de 4 dosis de 5-MNI por sonda
nasogastrica. (1) 0.3 mg/Kg; (2) 0.6 mg/Kg; (3) 0.9 mg/Kg; (4) 1.2 mg/Kg. Se representan los
valores como media * error estandar.

3. Experimentos de cuantificacion del tamafo del infarto.

3.1. Concentraciones plasmaticas de 5-MNI.

En los animales en los que se obtuvieron muestras para la determinacion de niveles
plasmaticos de 5-MNI, se document6 un patréon de ascenso relativamente rapido de los niveles
del farmaco en sangre en los primeros 45 minutos tras la administracion, presentando
posteriormente una fase estable (entre 150-200 ng/mL) durante el resto del experimento (figura

35, pagina 83).
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Figura 35. Representacion de los niveles plasméaticos de 5-MNI tras su administracion
por sonda nasogastrica (flecha). Se representan los valores como media + error estandar.

3.2.  Hemodinamica.

No se documentaron diferencias significativas entre los dos grupos de tratamiento en la
evolucion de la frecuencia cardiaca ni en la presion arterial media (figura 36, pagina 84).
Tampoco se documentaron diferencias relevantes en la evolucion de las presiones del

ventriculo izquierdo (figura 36).

3.3.  Flujo coronario.
El registro de flujo coronario medio, corregido por el area de miocardio que dependia

de la arteria en el punto de diseccion, fue muy similar en los dos grupos de tratamiento, sin

cambios tras la administracion del farmaco, asi como tampoco durante el periodo de

reperfusion (figura 37, pagina 85).
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Figura 36. A) Representacion de la evolucion de la frecuencia cardiaca y presion arterial
media. B) Representacion de los valores de presion sistélica y diastolica del ventriculo
izquierdo a lo largo del experimento para ambos grupos de tratamiento. (*) p<0.05 entre las
presiones telediastélicas del ventriculo izquierdo a los 60 min de reperfusién, de dudosa

significacion fisioldgica. Se representan los valores como media + error estandar.
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Figura 37. Flujo coronario. Se representa el flujo medio relativo al area de miocardio
(en gramos) que depende de la arteria en el punto de diseccidn. Los valores que se
representan corresponden a la media + error estandar.

3.3.1. Reducciones ciclicas del flujo durante la reperfusion.

La practica de dafio intimal coronario en estos experimentos provoco la aparicién de
reducciones del flujo coronario secundarias a la formacion de trombo en el lugar de la lesion,
gue se acompafaban de recuperaciones espontaneas del flujo (por la disgregacion del
trombo), dando lugar a un patrén de reducciones ciclicas. Se obtuvieron registros validos del
flujo en 24 de los 25 animales de la serie. Un 71.4% de los animales del grupo control
presentaron reducciones ciclicas del flujo durante la reperfusién, en comparacion con un 70%
de los animales del grupo que recibié 5-MNI (p=n.s).

En cuanto al numero de reducciones ciclicas del flujo, los animales del grupo control
presentaron una media de 14.3 + 2.4 variaciones durante el periodo de reperfusion, en

comparacion con el grupo que recibié 5-MNI, que present6 un total de 9.6 + 1.9, no siendo esta

diferencia significativa (p=0.17).

3.4. Motilidad regional segmentaria.
La oclusion coronaria, como se observd en los resultados de las series previas, se

acompafid de un rapido aumento en la distancia telediastélica (DTD) entre los cristales
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piezoeléctricos del area en riesgo. Durante este periodo de isquemia, el acortamiento sistolico
guedd abolido. En el periodo de reperfusion, los valores de DTD presentaron una caida inicial
brusca hasta valores inferiores al 90% de los basales, presentando posteriormente una ligera
tendencia a recuperar los valores iniciales. El acortamiento sistolico en el area en riesgo,
apenas se recuperé (figura 38). No se observaron diferencias significativas entre los dos
grupos de tratamiento. La amplitud en el desplazamiento de los cristales al final del periodo de
oclusion (utilizado como expresion del grado de rigor) fue de 52.4 + 3.6 % del valor a los 5

minutos de oclusién, sin diferencias entre grupos.
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Figura 38. Representacion de la evolucion de la distancia telediastdlica entre los cristales
del area en riesgo (A) y del acortamiento sistélico (DTD-DTS)/DTD) (B) durante los
experimentos. Los valores se representan referidos al valor basal. Los datos se

corresponden con la media + error estandar.
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La evolucién de los valores de DTD y acortamiento sistélico en el miocardio control no

mostré diferencias a lo largo del experimento entre ambos grupos de tratamiento.

3.5. Arritmias.

Un 53.3% (n=8) de los animales del grupo control presentd fibrilacién ventricular
durante el periodo de oclusion, comparado con un 50% (n=5) de los que recibieron 5-MNI. La
arritmia se presentdé a los 25.1 + 2.2 min, sin diferencias entre grupos. Tampoco se observaron
diferencias entre ambos grupos en cuanto a la presencia de fibrilaciébn ventricular en la

reperfusion inicial (26.7% y 40% de los grupos control y tratamiento respectivamente, p=n.s.).

3.6. Areade miocardio en riesgo y tamafio de infarto.
La tabla 12 muestra los datos de las areas de miocardio dependientes de la arteria

coronaria descendente anterior desde su punto de oclusién (area en riesgo) y las areas de

necrosis para cada uno de los experimentos de la serie.

Tratamiento Area en riesgo Area de necrosis Infarto
(9) (9) (% de area en riesgo)
Placebo 11.1972 5.8383 52.14
Placebo 16.0108 2.6733 16.70
5-MNI 19.6211 6.3183 32.20
Placebo 17.5488 .5236 2.98
5-MNI 22.7864 6.3891 28.04
5-MNI 15.8145 4.3132 27.27
5-MNI 16.4488 8.3528 50.78
Placebo 10.8432 2.5844 23.83
5-MNI 9.0505 2.7940 30.87
Placebo 16.7812 10.0810 60.07
Placebo 14.5929 5.6679 38.84
Placebo 9.3396 1.8254 19.54
5-MNI 20.4392 3.2904 16.10
Placebo 16.2815 10.0939 62.00
Placebo 20.9635 15.9316 76.00
Placebo 18.1116 14.0767 77.72
Placebo 16.6690 10.6825 64.09
5-MNI 16.3311 2.2886 14.01
Placebo 16.4480 12.7327 77.41
Placebo 15.8151 12.3081 77.83
Placebo 16.0516 9.2545 57.65
5-MNI 14.4345 7.4212 51.41
Placebo 18.0307 8.9738 49.77
5-MNI 15.5263 7.2562 46.73
5-MNI 13.0786 2784 2.13

Tabla 12. Se reflejan las masas de miocardio en riesgo y miocardio necrosado (reaccién negativa al
trifeniltetrazolium), asi como el tamafo del infarto cada experimento. Se representan los experimentos
consecutivamente en el tiempo.
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El area de miocardio en riesgo estaba constituida por el 11.8 + 0.6 % y 12.2 + 0.8 % de
la masa ventricular para los grupos control y tratamiento con 5-MNI, respectivamente. No
existian diferencias entre los grupos. El tamafio del infarto, definido como el porcentaje del
miocardio en riesgo que desarrollé necrosis, fue significativamente inferior en el grupo que
recibi6 5-MNI (29.9 = 5.2%) que en el grupo control (50.4 + 6.4, p=0.03). La figura 39

representa comparativamente estos valores.
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Figura 39. Representacion de las areas en riesgo (panel de la izquierda) y del
tamano del infarto (panel derecho) para los grupos control y tratamiento. Se

representan los valores como media * error estandar. *=p<0.05.

3.7. Hematologiay bioguimica.
No se documentaron diferencias en los valores de hematocrito, contaje plaquetar,
glucosa, creatinina, sodio y postasio a lo largo del experimento entre los dos grupos de

tratamiento (tabla 13).
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Tabla 13
Tratamiento Basal Final

Hematocrito Placebo 23.7+0.7 249+1.0

(%) 5-MNI 24.1+0.1 23.7+1.0
Plaquetas Placebo 4247+ 35.5 397.0+34.9
(x1000/mm3) 5-MNI 389.2+22.1 3442+ 125

Creatinina Placebo 1.4 +0.07 1.3+0.05

(mg/dL) 5-MNI 1.5+0.1 1.6+0.2
Sodio Placebo 145.8+ 0.9 146.5+ 2.5
mEq/L 5-MNI 146.5+1.8 1455+1.3

Potasio Placebo 3.2+0.1 3.7+0.1

mEq/L 5-MNI 3.3+0.1 3.7+0.2
Glucosa Placebo 125.9+7.9 133.4+10.6
mg/dL 5-MNI 119.1+11.4 117.2+9.5

Tabla 13. Representacioén de los valores de hematologia y bioquimica mas representativos obtenidos en
las analiticas inicial y final de los experimentos.

4. Resumen de resultados.

La administracion de 0.3mg/Kg de 5-MNI por via enteral, a cerdos anestesiados, antes
de someterlos a un protocolo de isquemia y reperfusion miocardica, se acompafa de la
documentacién de concentraciones detectables del farmaco en plasma durante el tiempo de
duracién de los experimentos (mas de 3 horas). La administracién del farmaco, a estas dosis,
es bien tolerada hemodinamicamente, no induce cambio en los pardmetros hematolégicos ni
bioquimicos, y se acompafa de una reduccién del tamafio del infarto secundario a una oclusién
coronaria transitoria, en comparacién con la administracion de una dosis equivalente de

placebo.
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DISCUSION.

1. Hallazgos fundamentales.

En estos estudios se investigd la repercusion que, sobre el tamafio del infarto, tenian
diferentes métodos de estimular la produccién de GMPc. Se correlaciond, ademas, el efecto
observado con el contenido de GMPc en el miocardio reperfundido tras isquemia transitoria.
Durante los experimentos se monitorizaron diversas variables hemodinamicas, la contractilidad

regional segmentaria del miocardio, y el flujo coronario.

De forma resumida, pudimos comprobar que:

- El contenido de GMPc se encuentra reducido en el miocardio sometido a isquemia-
reperfusion, respecto al miocardio control (en condiciones normoxicas).

- Tanto la administracién de L-arginina como de urodilatina a concentraciones toleradas
en humanos, se asocian a una recuperacion del contenido miocéardico de GMPc, y a
una reduccion en el tamafio del infarto. Las dosis més elevadas de urodilatina, se
acompafaron de una elevacion del contenido miocardico de GMPc en el miocardio
reperfundido muy por encima de los niveles observados en el miocardio normoxico, y
a una pérdida del beneficio en cuanto a la reducciéon del tamafio del infarto se refiere.
La administracion del nitrato 5-MNI, a concentraciones igualmente probadas en
humanos, y administrado antes de un periodo de isquemia miocardica transitoria,
reproduce los efectos de las estrategias previas, reduciendo el tamafio el infarto.

- La tolerancia hemodindmica a las drogas fue buena, sin diferencia respecto al control
en presion arterial, frecuencia cardiaca, flujo coronario y presiones de llenado del
ventriculo izquierdo.

- En los tres protocolos de estimulacion de la produccién de GMPc, no se observaron
diferencias respecto a los animales control en los indices de progresion del dafio
isqguémico, como son la aparicion de rigor y el tiempo en el que se documentd la
maxima incidencia de arritmias ventriculares isquémicas, encontrando en cambio, una

atenuacion en el desarrollo de hipercontractura en los primeros minutos de reperfusion
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para los animales que recibieron L-arginina antes de la isquemia. Igualmente, no se
encontré relacion entre la estimulacion de la sintesis de NO, su efecto beneficioso en
cuanto a la reduccion del tamafio el infarto y el deposito de PMN en el miocardio

reperfundido.

2. Consideraciones metodoldgicas.

El modelo fundamental sobre el que se han estudiado las maniobras de potenciaciéon de la
sintesis de GMPc ha sido el miocardio porcino in situ sometido a isquemia regional y posterior
reperfusion. Se escogid este modelo al tratarse de animales carentes de circulacion
colateral(163;168) en los que la salvacion de miocardio no pudiera verse influenciada por una
heterogeneidad manifiesta en el riego sanguineo.

Los tiempos de oclusién utilizados se corresponden con la zona media de la curva de
crecimiento exponencial de la necrosis en este modelo(169) y permiten observar tanto la
reduccion de la misma como su potencial incremento. Respecto a la duracion del periodo de
reperfusion, las 2 horas utilizadas permiten estudiar el dafio celular inmediato por reperfusion.
La extension de la reperfusion en este mismo modelo a 5(52), 6(59) o 24 horas(34) no se han
acompafado de diferencias sustanciales en cuanto al tamafio de la necrosis. La Unica duda
que se plantea es si la extensién del periodo de reperfusion pudiera haber afectado la
cuantificacion de la mieloperoxidasa en tejido como indice del depdsito de PMN.

La cuantificacion del tamafio de la necrosis se basé fundamentalmente en la reaccion a la
incubacién, en un bafio de cloruro de trifenil-tetrazolium, de las lonchas de miocardio obtenidas
tras la finalizacion de los protocolos de isquemia y reperfusion. Esta técnica esta validada como
un método eficaz de cuantificar precozmente la necrosis miocardica, con una buena correlacion
histolégica(164). En nuestro estudio un grupo de seis corazones pertenecientes al protocolo de
administracién de L-arginina fue estudiado histologicamente para la cuantificacion de la
extension de la necrosis en bandas de contraccion, encontrando una buena correlacion con la
cuantificacién por la reacciéon al trifenil-tetrazolium (r=0.82, p<0.05), aunque presentaba una
tendencia a valores menores. Por otra parte, la monitorizacién de las sefiales de los cristales

piezoeléctricos en el area en riesgo, especialmente la importante reduccion que se produce en
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la distancia que los separa en teledidstole en la reperfusion inicial ha sido validada en este
mismo modelo con una muy alta correlacion con el desarrollo de bandas de contraccion(165).

La utilizacién de la determinacién de actividad de mieloperoxidasa en tejido como indice
del depdsito de PMN en el miocardio ha sido utilizada previamente por nuestro grupo(62), y por
otros grupos que han dirigido sus observaciones hacia el acimulo de PMN en el miocardio

reperfundido(103;120;170).

2.1. Protocolos de administracion de los farmacos.

2.1.1. Administracidon de L-arginina. El modelo de administracion de L-arginina en el cerdo
consistia en la administracion de la droga antes de la isquemia. Experimentos previos
realizados en nuestro laboratorio(102) en corazones aislados de rata mostraron que la
administracién de L-arginina durante todo el experimento de isquemia vy reperfusion, o sélo
durante el periodo de equilibrado (antes de la isquemia) eran capaces de reducir la magnitud
de la liberacién enzimatica y mejorar la recuperacién funcional de los corazones durante la
reperfusion. El efecto beneficioso, sin embargo, debia llevarse a cabo fundamentalmente en el
periodo de reperfusidn, ya que la adicibn en este momento de un inhibidor selectivo de la
guanilil-ciclasa soluble revertia los efectos beneficiosos conseguidos con la adicion de L-
arginina. Estos resultados sugerian que se necesitaba un minimo tiempo para que la L-arginina
se incorporara a las células miocardicas. Asi, en el modelo de corazén porcino in situ, se

planifico la administracion de L-arginina antes de la isquemia.

2.1.2. Administraciéon de urodilatina. El estudio previamente comentado, junto con
observaciones de Hempel et al.(98) sobre cardiomiocitos aislados en los que el incremento de
la concentracién de GMPc o la administracién de analogos del mismo durante la reoxigenacién
prevenia la hipercontractura, sugeria que el incremento de la concentracion de GMPc en los
primeros minutos de la reoxigenacién podia prevenir la muerte celular por hipercontractura. A
raiz de estas observaciones, Inserte et al.(147) llevd a cabo una serie de experimentos en
corazén aislado de rata, sometido a isquemia y reperfusion, en las que se administraba
urodilatina a concentraciéon de 0.05 nM durante los primeros 15 minutos de reperfusion,

comparandola con un grupo control. Los corazones que recibieron urodilatina durante la
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reperfusion presentaron menor liberacién enzimatica y mejor recuperacion funcional. Estos
efectos se asociaban a un incremento en los niveles de GMPc recogidos en el efluente
coronario, medida que se correlacionaba muy bien con la determinacién en tejido de GMPc
(rZ:O.96). Los efectos beneficiosos de la urodilatina fueron reproducidos en corazones que
recibieron un analogo de GMPc (8-Bromo-GMPc) durante la reperfusion inicial. Ante estas
evidencias, y como se comenta en el apartado correspondiente (Administracién de urodilatina.
Métodos) se disefid un protocolo de administracion de urodilatina en un modelo de corazén
porcino in situ sometido a isquemia y reperfusion, con intencion de administrar la droga durante
la reperfusion.

Con el objetivo de correlacionar los posibles efectos que sobre la muerte celular podian
tener niveles diferentes de GMPc durante la reperfusién inicial, se llevaron a cabo
experimentos preliminares en corazén aislado de rata que recibiria concentraciones crecientes
de urodilatina. Los resultados obtenidos con esta primera serie mostraban que niveles de
GMPc en el miocardio reperfundido, muy por encima de las concentraciones encontradas en
miocardio normoxico, se asociaban a una pérdida del efecto protector de concentraciones mas
bajas. Esta observacion hizo que los experimentos en el modelo porcino, se disefiaran con la
misma premisa de mantener dos protocolos de administraciéon de urodilatina, a dosis baja y
alta, y correlacionar sus efectos hemodinamicos y la posible proteccion frente al dafio por
reperfusion, con su capacidad para aumentar el contenido de GMPc miocardico. Cabe decir,
gue en el momento de la realizacién de este segundo protocolo, se habia concluido y publicado
los resultados con la administracion de L-arginina(171), donde la estimulacién de la sintesis de
NO con L-arginina se habia traducido en una normalizacion del contenido de GMPc en el

miocardio reperfundido respecto al control (tabla 5, pagina 64).

2.1.3. Administracién de 5-MNI. EIl 5-MNI fue el nitrato de eleccion utilizado en los ensayos
multicéntricos GISSI-3 e ISIS-4. Es un farmaco de administracion oral, con muy buena
biodisponibilidad, y que alcanza en humanos un efecto maximo (que se correlaciona con un
pico en las concentraciones plasmaticas) hacia los 60 minutos de su
administracion(139;140;167). Es un farmaco muy soluble en agua, y tras su absorcion no sufre

metabolismo de primer paso hepatico ni intestinal, ni tiene otros metabolitos activos(167). De
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acuerdo con la hipétesis de aumentar la disponibilidad de GMPc en el momento de la
reperfusion, y a diferencia de los protocolos utilizados en los ensayos GISSI-3 e ISIS-4, se
administré el farmaco previamente a la oclusiéon coronaria, para asegurar niveles del farmaco
en el momento de la reperfusion. Las dosis que se utilizaron en los experimentos dirigidos a
cuantificar el tamafio del infarto (0.3 mg/Kg) fueron aquellas que se asociaban con una
determinacién positiva y estable de niveles en plasma en los 60 minutos que seguian a su
administracion. Estudios experimentales en perros han detectado caidas en las resistencias

vasculares periféricas con dosis de 0.1 a 0.3 mg/Kg de 5-MNI(167).

3. Bioquimica y determinaciones hemodinamicas tras la administracién

de las drogas.

3.1. Bioquimica. Ni en los experimentos destinados a determinar el efecto de la administracion
de L-arginina, 5-MNI, ni en aquellos en los que se administré urodilatina a diferentes dosis en el
modelo porcino se objetivaron diferencias significativas en los valores hematolégicos o
bioquimicos entre las extracciones sanguineas practicadas al inicio y al final de los
experimentos, a pesar de documentar elevaciones sustanciales en plasma de las drogas

testadas tras su administracion.

3.2. Efecto de la administracion de L-arginina sobre la presion arterial, frecuencia

cardiaca y presiones ventriculares. La L-arginina se administré a dosis de 100 mg/Kg por via

sistémica y durante 20 minutos. Dosis superiores al doble de las citadas se han administrado
de forma endovenosa en humanos, ya sea en voluntarios sanos o pacientes afectos de
arteriopatia periférica(148-150;159), observando caidas de la presion arterial y de las
resistencias vasculares sistémicas, con ligeros aumentos de la frecuencia cardiaca de forma
compensadora. A pesar de que el modelo no es comparable, al tratarse de una situacién de
estrés (provocacion de un infarto agudo de miocardio afadido al propio estrés quirdrgico), en
nuestros experimentos no se documentaron diferencias respecto a los animales que recibieron
la infusién placebo en cuanto al comportamiento de la frecuencia cardiaca y de la presion

sistémica durante los periodos de isquemia y reperfusién. Tan sélo se observo tras la infusién
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de la droga un pequefio aumento de la frecuencia cardiaca (en los animales que recibieron L-
arginina) y de las presiones sistémicas (en ambos grupos de tratamiento). Estos cambios tan
precoces en el tiempo parecen mas relacionados con el propio estrés quirlrgico. No podemos
inferir si estas dosis administradas de forma sistémica en el contexto de un sindrome coronario
agudo, exentos de la toracotomia y sedoanalgesia, presentarian semejante comportamiento.
Respecto a las presiones de llenado del ventriculo izquierdo, se observé un comportamiento
paralelo al observado en la frecuencia cardiaca y presién arterial, con ligeros aumentos tras la
infusion de la droga, pero presentando un comportamiento paralelo al de los animales control

durante el protocolo de isquemia y reperfusion.

3.3. Efecto de la administracion de L-arginina sobre el flujo coronario regional. De forma
similar a lo observado en la frecuencia cardiaca, presion arterial y presiones ventriculares en
los animales que recibieron L-arginina, el flujo coronario presenté un muy ligero aumento antes
de proceder a la oclusion arterial. Estos aumentos fueron de poca magnitud (de 13.9+1.5 a
15.942.1 ml/min), aungue significativos. Sin embargo, pueden estar mas en relacion al aumento
de presién de perfusion secundario al ligero aumento en la presion sistémica, que a un efecto
vasodilatador propio sobre el lecho arterial coronario. De hecho, en los estudios que sobre
capacidad vasodilatadora arterial sistémica(152) o coronaria(154) se han llevado a cabo con L-
arginina en pacientes con disfuncion endotelial, en la mayoria de los casos se ha utilizado un

estimulo vasodilatador dependiente de endotelio para valorar la respuesta.

3.4. Efecto de la administracion de L-arginina sobre la contractilidad regional
segmentaria. La administracion de L-arginina no tuvo ningun efecto en la contractilidad
regional del miocardio antes de la isquemia (tabla 3, pagina 58), asi como tampoco existieron
diferencias en la expansion que experimentd el miocardio isquémico respecto a los animales
gue recibieron placebo. Igualmente, la progresiva reduccion en la amplitud del movimiento de
los cristales en el area en riesgo, utilizada como marcadora del desarrollo de rigor isquémico,
no mostrd diferencias entre los dos grupos de tratamiento. Estas observaciones son sugestivas
de que los indices de progresion del dafio isquémico fueron similares en ambos grupos, sin

verse afectados por el tratamiento. Sin embargo, la marcada atenuacién en el desarrollo de
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hipercontractura durante la reperfusién (figura 21A, pagina 61), esta en conjunciéon con la
hipétesis de una inhibicion contractil mediada por GMPc(79-81) que es capaz de prevenir el

desarrollo de hipercontractura y atenuar asi la necrosis(98).

3.5. Efecto de la administracion de urodilatina sobre la presion arterial, frecuencia

cardiaca. De forma similar a lo observado en el protocolo de administracion de L-arginina en el

modelo porcino, no se observaron diferencias significativas en la frecuencia cardiaca ni en la
presion arterial en entre los diferentes grupos de tratamiento antes de la infusién de los
farmacos. La infusion de las drogas se iniciaba 5 minutos antes de proceder a la reperfusiéon
coronaria, para asegurar niveles del farmaco en sangre en el momento de la reperfusion. La
infusion de las drogas (ya fuera a la dosis de 10 ng/Kg/min o de 50 ng/Kg/min) no se acompafi6é
de una caida en la presion arterial significativa respecto a los valores previos a la infusion. Esta
observacion concuerda con los efectos observados en voluntarios sanos, en los que la infusion
de urodilatina se acompafiaba de excelentes respuestas diuréticas pero con muy poco efecto

hipotensor acompafiante(73).

3.6. Efecto de la administracion de urodilatina sobre el flujo coronario regional. En
concordancia con la falta de diferencias significativas en el comportamiento de la presion
arterial sistémica durante la infusion de la urodilatina (a las dos dosis probadas) o de placebo,
el flujo coronario en el punto de diseccion de la arteria coronaria descendente anterior, no
mostré diferencias valorables, presentando valores ligeramente inferiores en el grupo que
recibié urodilatina a 50 ng/Kg/min. Sin embargo, este grupo era el que presentaba valores de
presidon arterial media mas bajos, ya desde el inicio del experimento y, por tanto, no puede

asociarse a un efecto propio de la infusién del compuesto.

3.7. Efecto de la administracion de urodilatina sobre la contractilidad regional
segmentaria. El aumento que experimenté la distancia en telediastole de los cristales
implantados en el area en riesgo (DTD) respecto a la distancia previa a la oclusion, fue similar
en los 3 grupos de animales, asi como tampoco se objetivaron diferencias en el desarrollo de

rigor isquémico. Una vez administrado el tratamiento, y ya en el periodo de reperfusion, la
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evolucion que experimentaron los valores de DTD respecto a los previos a la oclusién tampoco
mostré diferencias entre los grupos, mostrando una caida por debajo del valor preisquémico
que se siguid de una tendencia a la recuperacion durante la reperfusién. La falta de diferencias
observada en este indice utilizado como reflejo del desarrollo de hipercontractura(165) puede
ser cierta, o puede reflejar una falta de potencia para desenmascarar diferencias, debido a un
namero de observaciones validas muy bajo en los grupos estudiados: 3 en cada uno de los dos
grupos de tratamiento y 7 en el de placebo. La pérdida de observaciones obedece a la
alteracion de los registros con las maniobras de desfibrilacibn de los corazones,
fundamentalmente. Estos numeros fueron claramente superiores en el protocolo de

administracién de L-arginina (7 en el grupo tratamiento y 9 en el grupo control).

3.8. Efecto de la administracion de 5-MNI sobre la presiéon arterial y la frecuencia
cardiaca. Las diferentes dosis administradas a los animales en el protocolo preliminar de
busquedad de dosis, no se siguieron de caidas en la presion arterial media ni de cambios
significativos en la frecuencia cardiaca, a diferencia de lo observado con dosis inferiores (0.1
mg/Kg) en otros modelos(167). EI 5-MNI como la mayoria de farmacos de su familia son
vasodilatadores predominantemente venosos a dosis bajas y s6lo muestran efectos sobre el
territorio arterial a dosis altas, motivo por el que puede especularse que no presente cambios
apreciables en la presion arterial media ni en la frecuencia cardiaca tras su administracion oral,
mas aun tratdndose de un modelo con cirugia a térax abierto, donde los propios cambios
fisiolégicos inducidos por la cirugia pueden enmascarar el posible efecto sobre el territorio

arteriolar.

3.9 Efecto de la administracion de 5-MNI sobre el flujo coronario. El flujo coronario, en
concordancia con el comportamiento de la presion arterial media, fue similar en ambos grupos
de tratamiento. A pesar de los efectos descritos como vasodilatador coronario de los nitratos,
este efecto se produce sobre todo en las arterias epicéardicas, con poco o nulo efecto sobre el

flujo coronario(167).
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3.10. Efecto de la administracion de 5-MNI sobre la contractilidad regional segmentaria.
De manera similar a lo observado tras la administracién de urodilatina, no se documentaron
diferencias entre grupos en los parametros de contractilidad segmentaria del miocardio, ni en
cuanto al acortamiento sistélico, ni tampoco en la evolucién de la DTD durante la reperfusion
(figura 38, pagina 86). La tendencia no significativa en el grupo tratado, de presentar una
menor expansion del miocardio isquémico durante la oclusion coronaria, podria deberse a una

disminucion de la precarga tras la administracion de nitratos.

4. Efecto de la administracion de las drogas sobre la presencia de

arritmias.

En el conjunto de los animales se observd, como minimo, un episodio de fibrilacién
ventricular isquémica en el 30% de casos en el protocolo de administracion de L-arginina, en
un 20% de casos en el protocolo de administracion de urodilatina, y en un 52% de casos en el
protocolo de administracién de nitratos, sin diferencias significativas entre los respectivos
grupos de tratamiento. Estos valores son equiparables a los de otros estudios realizados en el
mismo modelo(34;44;59). La reperfusion indujo en todos los experimentos la aparicion de
arritmias ventriculares en forma de extrasistolia ventricular y rachas de ritmo idioventricular
acelerado, fendmenos propios del modelo. La presencia de fibrilacion ventricular en los
primeros minutos de reperfusién se dio en una proporcion muy baja de casos en los protocolos
de administracién de L-arginina y urodilatina (2 y 4 casos, respectivamente) cosa que no
permitia establecer diferencias entre tratamientos. En el Gltimo protocolo, con una muestra

mayor, estas arritmias se presentaron en un 32% de casos, sin diferencias entre grupos.

La potenciacion de los niveles de NO durante la reperfusiéon se ha estudiado con el objetivo
de reducir la presencia de fibrilacién ventricular, con resultados positivos tras administracion de
L-arginina, fundamentalmente en modelos de corazén aislado de rata(172;173). Los radicales
libres de oxigeno se proponen como facilitadores de los cambios electrofisiolégicos que se dan
en el miocardio reperfundido y conducen a la aparicién de arritmias de reperfusion, ademas de

los cambios en la homeostasis del calcio y alteraciones en el metabolismo lipidico. A pesar de
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gue estrategias dirigidas a mitigar la carga oxidante en la reperfusién en modelos porcinos han
sido efectivas en reducir las arritmias ventriculares(67), el hecho de que se trate de un modelo
carente de xantin-oxidasa en el tejido cardiaco(174) reduce la magnitud del beneficio de estas

medidas, a diferencia de lo observado en otros modelos.

5. El contenido de GMPc en el miocardio reperfundido.

La informacién sobre el contenido de GMPc en el miocardio sometido a isquemia y
reperfusion es escasa. La mayoria de los estudios se han centrado en la capacidad de sintesis
y disponibilidad de NO en el miocardio reperfundido(104;115;117;124), documentando en la
mayoria de casos una reduccién en los niveles de NO, que han promovido la administracion de
donantes de NO o de precursores de su sintesis (tabla 2, pagina 26). Sobre el contenido de
GMPc existen observaciones previas en las que se documentan niveles disminuidos de GMPc
tras periodos de isquemia de 30 minutos(175), mientras que otras observaciones han
documentado la presencia de cantidades no disminuidas de GMPc en el momento de la
reperfusion(124), a pesar de niveles reducidos de NO, y de obtener incrementos en la
concentracion de GMPc tras la administracion de L-arginina que se han asociado a mejor
recuperacion funcional y reduccién de la necrosis.

Experimentos previos de nuestro grupo en corazones aislados de rata mostraron que la
liberacibn de GMPc(102) o el contenido miocardico de la molécula(147) se encontraban
reducidos de forma importante en el miocardio sometido a isquemia y reperfusion. Igualmente,
se document6(147) que la respuesta del miocardio reperfundido a la estimulacion con el
péptido natriurético urodilatina era muy reducida con respecto al miocardio control (no sometido
a isquemia-reperfusion), haciendo sugestiva la hipotesis de una alteracion en los mecanismos

de sintesis y degradacion de GMPc en el miocardio reperfundido.

5.1. Efectos de la administracion de L-arginina y urodilatina sobre los niveles
plasmaticos de GMPc. Tanto la administracién de L-arginina como de urodilatina se siguio de
un aumento en las concentraciones plasmaticas de GMPc en comparacion con los animales
que recibieron placebo. Este aumento fue inmediato en los animales que recibieron urodilatina

(figura 32, pagina 78) a diferencia de lo observado tras la administracién de L-arginina, donde
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la elevacion en los niveles de GMPc se document6 avanzado el experimento, desde el final del
periodo de oclusién coronaria, obteniendo el valor pico a los 15 minutos de reperfusion(figura
22, pagina 63). Esta cinética mas retrasada puede expresar el tiempo necesario para la

incorporacion de L-arginina a los depdsitos intracelulares.

5.2. Determinaciéon de los niveles de GMPc en seno coronario tras isquemia y
reperfusion coronaria. La recogida de muestras en seno coronario pretendia objetivar si se
producia un aumento en las concentraciones de GMPc en seno coronario tras la administracion
de L-arginina. Respecto a los animales que recibieron la infusién de placebo, aquellos que
recibieron L-arginina presentaban unos niveles mas altos de GMPc en seno coronario,
fendmeno que se correlacionaba con observaciones previas en corazén aislado de rata(102).
El célculo de la determinacién arteriovenosa de GMPc dirigida a dilucidar si el origen del GMPc
recogido en sangre periférica pudiera provenir fundamentalmente de tejido cardiaco, no mostro
diferencias significativas. Probablemente, todo el sistema vascular contribuya a la sintesis de

GMPc que se produce tras la infusién de L-arginina.

5.3. Efectos de la administracion de L-arginina sobre el contenido de GMPc miocérdico.
El interés fundamental, sin embargo, era documentar el papel que la estimulacién de la NOS
podia representar en la preservacion de los niveles de GMPc miocardicos. Para ello se
realizaron una serie de experimentos en los que no se concluy6 el periodo de reperfusion de 2
horas, para obtener muestras de miocardio correspondientes al area en riesgo (dependiente de
la arteria coronaria descendente anterior por debajo del punto de ligadura) y del miocardio
control. En estos experimentos se procedié a la extraccidon de las porciones apicales de ambos
ventriculos a los 5 minutos de reperfusion. Cuatro animales recibieron una infusién de L-
arginina previa a la oclusién coronaria de 48 minutos, a la misma dosis y durante el mismo
tiempo que los animales que se utilizaron para la medicion del infarto a las 2 horas de
reperfusion. Los resultados de la determinacion de GMPc en el miocardio de ambas zonas
(tabla 5, pagina 64), permitieron documentar la existencia de una reduccién en el contenido
miocardico de GMPc en el miocardio en riesgo respecto al control y, sobre todo, comprobar

que la administracion de L-arginina a dosis de 100ng/Kg/min durante 20 minutos antes
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proceder a la oclusion coronaria preservaba el contenido de GMPc en el miocardio

reperfundido.

5.4. Efectos de la administracién de urodilatina sobre el contenido miocérdico de GMPc.
La determinacién del contenido de GMPc en miocardio tras estimulacion con dosis crecientes
de urodilatina muestra una evolucion similar en los modelos del corazén aislado de rata y
corazon porcino in situ (figuras 29 y 30, paginas 72-73). De forma reproducible a lo observado
en los experimentos previos con L-arginina, el miocardio sometido a isquemia y reperfusion no
estimulado, presenta una reduccion en el contenido de GMPc, que se recupera en aquellos
corazones que se perfunden con concentraciones de 0.05mMM de urodilatina durante la
reperfusién o en aquellos animales que reciben una infusion de urodilatina de 10 ng/Kg/min.
Sin embargo, en aquellos estimulados con dosis mas altas, las determinaciones de GMPc en
tejido miocardico sometido a isquemia y reperfusiébn superan ampliamente los niveles que se
podrian considerar de “normalidad” en ambos modelos. A estas dosis, el efecto beneficioso en

cuanto a la limitacion de la necrosis se perdia, fendmeno que se comentara a continuacion.

6. Mecanismos de accion implicados en la proteccion frente a la

necrosis.

6.1. Papel del NO en la isquemia y reperfusion miocardica. Estudios previos: Como se
comentd en el capitulo introductorio, la mayoria de las grupos que han estudiado la
disponibilidad de NO en el miocardio reperfundido, han documentado una reduccion del mismo
tras periodos de isquemia prolongados(102-106). En este sentido, numerosos estudios se han
dirigido a valorar el efecto que tendria el incremento en las concentraciones de NO en el
miocardio sometido a isquemia y reperfusion, sobre la recuperacion funcional del mismo, o
sobre la muerte celular. Algunos estudios, sin embargo, realizados predominantemente en
modelos de corazon aislado de rata o conejo(101;130;131;176), han mostrado posibles efectos
deletéreos del NO con respecto a la recuperacion funcional del miocardio por efectos ligados a
la producciéon de peroxinitrito(101;130). Igualmente, en modelos de corazén in situ, sometidos a

breves periodos de isquemia, la produccion de NO y superéxido también se ha correlacionado
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con una limitacion de la recuperacion funcional(100;177), fenémenos intrincados con los
mecanimos de aturdimiento. Otros, en cambio, han mostrado mejoria en la recuperacion
funcional del miocardio reperfundido al estimular el incremento en las concentraciones de NO,
tanto en corazén aislado de rata(104;114;116;117;161) como en corazén porcino in situ(113).
En cuanto a la limitacién de la necrosis se refiere, los estudios se muestran consistentes en
demostrar una limitacion del tamafio del infarto del miocardio sometido a isquemia y
reperfusion cuando se estimula la sintesis de NO, o se administran donantes de
NO(102;103;115;116;120-122;127). A pesar de la consistencia en sefialar este fendmeno, la
discusibn se abri6 en cuanto a los mecanimos implicados, habiéndose postulado
mayoritariamente una menor adhesion e infiltracion de PMN en el miocardio reperfundido, asi
como una preservacion de la actividad de NOS constitutiva (NOS3) y de la inducible (NOS2)
(tabla 2, pagina 26). En buena medida, en muchos de estos trabajos no se discernia si los
efectos se debian propiamente al NO, o eran mediados por GMPc, asi como tampoco se
explicaba cémo se mantiene el efecto beneficioso de las drogas en modelos de corazén aislado
perfundidos con soluciones cristaloides, exentas de PMN, o si podria atenuarse el efecto en
modelos de corazén in situ, donde la hemoglobina y otras moléculas portadoras de hierro
podrian actuar como potentes tamponadores del NO(112). Igualmente, los tiempos y vias de
administracion de las drogas eran muy dispares: pre-isquemia o durante la reperfusion, via
intracoronarica, endovenosa, 0 retrégrada por seno coronario (tabla 2). La experiencia previa
de nuestro grupo en el corazén aislado de rata, perfundido con cristaloide, sefialaba, de forma
coincidente con otros grupos(99), la capacidad de la L-arginina administrada antes de la
isquemia para atenuar el dafio por reperfusién. El efecto beneficioso observado en estos
modelos diferia del propuesto por otros grupos en modelos de corazoén in situ(103;120;121;123)
en los que se sefialaba a la menor acumulacién de PMN en el miocardio como la principal via
de proteccion de la muerte celular.

La base que sustentaba la hipdtesis de nuestros experimentos se basaba en las
observaciones de Agullé et al., derivadas de la administraciéon de L-arginina antes de isquemia
transitoria en un modelo de corazén aislado de rata, con efectos que eran reproducidos con

analogos de GMPc, y abolidos con un inhibidor especifico de la guanilil-ciclasa soluble(102).
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6.2. Sobre los efectos beneficiosos de la administracién de L-arginina en el modelo de
corazén porcino in situ: De nuestros experimentos en el modelo porcino, puede concluirse
que la administracion de L-arginina antes de la deprivacion energética es capaz de normalizar
el contenido de GMPc del miocardio reperfundido y limitar la necrosis miocardica, reduciendo el
desarrollo de hipercontractura durante la reperfusion. Como se comentdé previamente, la
ausencia de cambios en el desarrollo de rigor, en el grado de expansién del miocardio
isquémico o en el tiempo de aparicion de las arritmias ventriculares isquémicas hace sugestivo
gue el efecto protector quede limitado a la reperfusion. Estos resultados son consistentes con
nuestras observaciones previas en corazén de rata(102). Sobre cémo el GMPc ejerce su
accion limitante de la hipercontractura, la hipotesis mas plausible es que sea debido a un efecto
de desensibilizacion de las miofibrillas al calcio(79;80), que puede estar mediado, en parte, por
una perpetuacion de la acidosis intracelular al inhibir el intercambiador Na'/H*(81). El efecto
desensibilizante de las miofibrillas al calcio puede ser mas manifiesto en miocardio patolégico,
como el obtenido de humanos en insuficiencia cardiaca(178). Sobre la capacidad inotropa
negativa del GMPc vy, por tanto, capaz de reducir la hipercontractura, no puede descartarse que
los efectos se deban a una menor disponibilidad de calcio, ya sea mediante inhibicién del
intercambiador Na'/H", o debido a inhibicion de los canales L de calcio(88;89). Finalmente,
cabe recordar que la estimulacion del GMPc puede tener efectos inhibitorios sobre la activacion
de la sintesis de AMPc que sigue a la estimulacion beta-adrenérgica(85;86).

La limitacion de la comunicacién célula a célula mediante cierre de los gap junctions en la
reperfusién inicial, ha demostrado tener un efecto beneficioso, limitando la extensién de la
necrosis por hipercontractura(52) en el miocardio reperfundido. En este sentido, se han descrito
efectos inhibitorios de la permeabilidad de los gap junctions por GMPc(94;179), que podrian
contribuir a la reduccién del tamafio del infarto.

A diferencia del modelo de corazén aislado de rata (perfundido con una solucién
cristaloide) utilizado por Agullé et al.(102), en este modelo de corazdn in situ podria jugar un
papel el deposito de PMN en el miocardio reperfundido, como habian sugerido otros
grupos(103;113;120;123). Para dilucidar esta posible implicacion se estudié la actividad de

mieloperoxidasa en tejido miocardico sometido a isquemia-reperfusion y en miocardio control, y
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aunque la actividad de mieloperoxidasa era superior en el miocardio reperfundido respecto al
control, no se documentaron diferencias entre los dos grupos de tratamiento.

Finalmente, aunque en los experimentos en modelo porcino no se realizé ninguna serie
adicional con analogos de GMPc con intencion de verificar que los efectos son mediados por
esta molécula, las observaciones en el modelo aislado de rata, con analogos de GMPc o

inhibidores de la guanilil-ciclasa soluble(102;147), permiten inferir esta relacion causal.

6.3. Sobre la administracion de urodilatina: La relacién de causalidad entre los efectos
mostrados en cuanto a la reduccién de la necrosis y el GMPc, se ve apoyada en nuestra serie
de experimentos observando la falta de efectividad de concentraciones muy bajas de
urodilatina (0.01 nM), que se correlacionaron con una falta de capacidad para normalizar el
contenido miocardico de GMPc. La capacidad de la administracién de urodilatina durante la
reperfusion miocéardica para reducir la liberacion de LDH y mejorar la recuperacion funcional en
el modelo de corazén aislado de rata, se puede reproducir, ademas, mediante la administracion
de 8-Br-GMPc(147). La estimulacion de la guanilil-ciclasa de membrana mediante péptidos
natriuréticos obvia, ademas, los efectos propios que puede tener el incremento en las
concentraciones de NO. En este sentido, y sobre el momento en el que se ejerce el
mecanismo de accidn, el incremento en los niveles plasméaticos de GMPc fue muy rapido tras la
administracion de urodilatina (a diferencia del incremento mas progresivo observado tras la
administracion de L-arginina), cosa que permitia su administracion limitada al periodo de
reperfusion inicial, eliminando por tanto la posibilidad de que el beneficio se debiera a una
atenuacion del dafio isquémico.

De forma similar a lo observado con la administracién de L-arginina, es dificil establecer
que los efectos observados se deban a una mejoria de la funcién microvascular que condicione
un menor deposito de PMN, dado lo reproducible de los efectos en un modelo de corazén
aislado de rata perfundido con una solucién cristaloide.

Aungue en los experimentos que se detallan en este trabajo no se observé una reduccion
en el grado de acortamiento de la distancia entre los cristales en telediastole en el miocardio
reperfundido (utilizada con indice del desarrollo de hipercontractura), las observaciones en los

experimentos del protocolo de L-arginina, asi como la observacion en miocitos aislados de que
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el GMPc puede prevenir la hipercontractura(98), nos llevan a considerar que al menos en parte,
los efectos beneficiosos se deben a un efecto directo sobre el aparato contractil derivado de la
normalizacion del contenido de GMPc. Experimentos previos de nuestro grupo en corazén
aislado de rata, documentaron un efecto inotropo negativo de la urodilatina administrada tras
isquemia transitoria(147), situacion en la que de por si ya existe una disminucion de la
sensibilidad de las miofibrillas al calcio (aturdimiento). Como se ha comentado previamente, no
podemos descartar encontrarnos ante una falta de potencia para descubrir diferencias en el
grado de desarrollo de hipercontractura derivadas del bajo nimero de observaciones validas
contabilizadas en el analisis estadistico. Los mecanismos de muerte tras isquemia Yy
reperfusion que se observan en otros tejidos permiten inferir otras posibilidades de prevencion
de la muerte celular por mecanismos independientes de la hipercontractura. En este sentido, la
administracion de péptido natriurético atrial ha demostrado disminuir el dafio por reperfusion
hepatico aumentando la resistencia celular al dafio oxidativo que sigue a la activacion de las
células de Kupffer, disminuyendo el incremento de Ca”®" citosolico y la activacién enzimatica
consecuente, efectos que son dependientes de GMPc(180-182). Aunque el papel que sobre la
muerte celular en el miocardio reperfundido pueden jugar los radicales libres no es de orden
principal, el GMPc podria colaborar, mediante la modulacion de proteinas a través de kinasas,
en la resistencia al estrés oxidativo.

Una de las observaciones mas interesantes es la constatacion tanto en el modelo de
corazon aislado de rata como en el modelo in situ de que una estimulacion muy por encima de
lo normal en el contenido miocardico de GMPc se sigue de una pérdida del efecto protector. La
estimulacion de la guanilil-ciclasa de membrana permite excluir los efectos de altas
concentraciones de NO y peroxinitrito, que hubieran podido considerarse en caso de
administracion de L-arginina o nitratos, como mecanismo causante de este efecto bifasico. El
hecho de que dosis muy altas de urodilatina (del orden de 1nmM), que no han demostrado efecto
protector en nuestros experimentos, hayan sido capaces de reducir el desarrollo de
hipercontractura en cardiomiocitos aislados(98), podrian hacer pensar que la pérdida de efecto
protector de altas concentraciones de GMPc se deben a un mecanismo independiente de la
activacion-inactivacién del aparato contractil. Otras posibilidades no exploradas incluirian: 1) la

posibilidad de que altas concentraciones de GMPc pudieran tener un efecto inhibitorio sobre
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fosfodiesterasas de AMPc(183), ya sea de forma competitiva sobre el locus catalitico o por
unién a otros locus especificos(68), perdiéndose asi, de forma paraddjica, el posible efecto
inotropo negativo de la estimulacion de GMPc; y 2) la posibilidad de que los efectos de la
estimulacion del GMPc en el miocardio reperfundido, tanto beneficiosos como neutros, esten
mediados por la actividad de protein-kinasas G. Esta ultima posibilidad deja abierta una linea a
explorar ya que es posible inhibir especificamente esta actividad enzimatica mediante
compuestos como el 8-4-clorofeniltioguanosin  3'-5" monofosfato (CPT-GMPc). Finalmente,
aunque existen observaciones que evidencian la induccion de apoptosis en cardiomiocitos
expuestos a altas dosis de PNA (1nM), y de forma dependiente de GMPc(184), o en
cardiomiocitos que se han sometido a isquemia simulada y posteriormente han recibido una
alta exposicion a GMPc(138), es muy poco probable que la ausencia de proteccion frente a la
necrosis observada en nuestros modelos se deba a fendbmenos apoptéticos. Las dos horas de
reperfusion utilizadas en nuestro modelo estaban dirigidas a cuantificar los efectos sobre la
muerte celular inmediata y, aunque los fenémenos que pongan en marcha procesos
apoptoticos hubieran podido iniciarse, los métodos de determinacion de la necrosis miocardica
utilizados no pueden reflejar estos procesos. Una posibilidad pudiera implicar al endotelio como
coadyuvante en el incremento del dafio celular en presencia de una estimulacién muy
importante de la guanilil-ciclasa A (receptor de péptidos natriuréticos tipo A). Asi, recientemente
se ha descrito la reduccién del dafio por isquemia y reperfusion en un modelo de ratén
genéticamente modificado, carente de guanilil-ciclasa A, por un mecanismo dependiente de la
menor expresion de P-selectina en el endotelio reperfundido y, por tanto, con un menor
depodsito de PMN(170), aunque como ya hemos comentado previamente, la ausencia en la
reduccion de la muerte celular inmediata también se observaba en el modelo de corazén

aislado de rata y perfundido con cristaloide (carente por tanto de PMN).

6.4. Sobre la administracién de nitratos. Hasta la fecha, en la era de la trombolisis, los
Unicos ensayos clinicos controlados sobre la administracion de nitratos en la fase aguda de un
infarto agudo de miocardio, como coadyuvantes al tratamiento trombolitico, han sido los
ensayos GISSI-3(145) e ISIS-4(146). En el primero se valoraban los efectos del trinitrato de

glicerina transdérmico después de 24 horas de administracién endovenosa, sobre la mejora de



Discusioén. 108

la supervivencia y sobre la funcidon ventricular. En el segundo se estudid el efecto de la
administracion de mononitrato de isosorbide hasta 60 mg/dia, durante 30 dias, sobre la
mortalidad a 5 semanas. El estudio I1SIS-4 mostré una reduccion discreta de la mortalidad a 48
horas, sin beneficio a las 5 semanas. Este efecto, sin embargo no se observé en el primer
ensayo. En el conjunto de los dos ensayos, el 70% de los pacientes recibidé tratamiento
trombolitico, aunque muchos pacientes acabarian recibiendo nitratos fuera de protocolo, ya
fuese por presentar angina, como tratamiento antihipertensivo, o para tratamiento de
insuficiencia cardiaca. En ningin caso la administracion de los farmacos se asocié a una
reduccion de la mortalidad precoz, aunque no es posible tomar estos estudios como modelo del
efecto de la administracion de donantes de NO en la prevencion del dafio por reperfusion
debido a que la administracion de los compuestos podia iniciarse hasta 24 horas después del
inicio de los sintomas, y el disefio factorial de los estudios permitia que recibieran
concomitantemente inhibidores de la ECA. El estudio ESPRIM(185) evalud el efecto del
tratamiento endovenoso en fase aguda de un infarto de miocardio del donante de NO
molsidomina. El estudio se compar6é con placebo, y entre 1990 y 1992 se incluyeron 4017
pacientes de los que la mitad recibieron tratamiento trombolitico. La mortalidad a 30 dias no
mostré diferencias entre los grupos (8.4 vs 8.8%). A la vista de estos resultados, y sobre todo
tras la publicacion del 1SIS-4, las perspectivas de los nitratos como tratamiento dirigido a
reducir el tamafio del infarto qued6 en entredicho(146).

Sin embargo, los modelos experimentales de isquemia y reperfusidn miocéardica que han
evaluado la capacidad de los donantes de NO(105;114;115;122;186) han mostrado, como ya
se ha comentado previamente, una mejoria en la recuperacion funcional, una reduccién en el
tamafio del infarto y/o una menor adhesion de PMN al endotelio (por menor expresion
selectinas(186)), asi como una menor agregacion plaquetar. A diferencia de los estudios
clinicos, en el laboratorio tanto los periodos de isquemia como de reperfusion son controlados,
y la reperfusién es rapida, completa y controlada, asegurando que las drogas o intervenciones
realizadas se realicen en el momento de la reperfusién inicial. En este sentido, los ensayos
multicéntricos comentados (GISSI-3, ISIS-4, ESPRIM) distan mucho de la situacién éptima
investigada en el laboratorio. La reperfusién se llevaba a cabo mediante trombolisis, que sélo

se administraba en el 70% de los casos, con unos indices de efectividad evidentemente
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inferiores. La reperfusion arterial es en estas circunstancias, a diferencia de lo que acontece en
el laboratorio o en el curso de una angioplastia primaria, lenta. Finalmente, los tratamientos se
podian iniciar en el curso de las primeras 24 horas, bastantes horas mas tardes del momento
critico de la reperfusion inicial, con una utilizaciéon libre de nitratos en ambos grupos de
tratamiento (a criterio del clinico) hasta el momento de la randomizacion. Por todo ello, si bien
es cierto que a raiz de estos ensayos no existe evidencia de un beneficio de la administracién
de nitratos en el infarto agudo de miocardio tratado con tromboliticos, cuando se inicia su
administracion hasta 24 horas después del inicio del dolor, tampoco puede concluirse que la
administracién de estos farmacos, asegurando niveles de los mismos en el momento de la
reperfusién inicial, no pueda ser beneficiosa. Hay que considerar aqui el hecho de que una
parte de la poblacion que sufre un infarto de miocardio lo hace estando bajo tratamiento con
nitratos, ya sea por ser pacientes cronicos o por haber presentado angina preinfarto (siendo un
factor de confusion con los mecanismos de precondicionamiento), y su uso, como el de la
aspirina, se ha asociado a la presencia de sindromes coronarios agudos de menor severidad
(mas angina inestable que infarto, y mas infarto sin onda Q que infarto con onda Q)(187;188).

Los resultados de la experiencia previa con la potenciacion de la sintesis de NO mediante
la administraciéon de L-arginina, asi como la estimulacion de la sintesis de GMPc por
mecanismos independientes de NO como es la administracion de péptidos natriuréticos,
permitia hipotetizar efectos similares mediante la administracién de nitratos. Los resultados de
nuestros experimentos en el modelo porcino son concordantes con esta hipétesis, a pesar de
que los resultados no permiten dirigir hipotesis hacia el mecanismo de accién, siné suponer
acciones comunes con las observadas en los otros protocolos. En el protocolo de
administracién de nitratos, la realizacion de dafio intimal coronario facilitaba la presencia de
trombosis en el lugar de oclusién durante la reperfusion, que podia condicionar reducciones
ciclicas del flujo coronario. No se observaron diferencias significativas entre los grupos,
suponiendo poca potencia en los efectos antiplaguetarios del 5-MNI para prevenir este
fendbmeno, en comparacion con la administracion de bloqueantes de los receptores lib/llla
plaguetarios en este mismo modelo(62). La administracion de 5-MNI a dosis utilizadas
habitualmente en clinica, consigue en el modelo porcino niveles en sangre con un pico a los 45

minutos de su administracion, para mantenerse posteriormente estables hasta el momento de
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finalizacion de los experimentos, sin observar efectos deletéreos (hipotension) en el grupo
tratado respecto al placebo. Creemos que estos resultados pueden colaborar en mantener viva
la discusion sobre la capacidad de estos farmacos de colaborar en reducir el tamafio de la
necrosis cuando se administran como tratamiento coadyuvante a la reperfusion del

miocardio(141).

7. Implicaciones terapéuticas.

Las estrategias dirigidas a la reduccion del dafio celular letal por reperfusion necesitan que
las condiciones que se dan en la reperfusion inicial sean modificadas desde el mismo instante
en que ésta se da. Asi, los protocolos del conjunto de estos trabajos, se han dirigido a evitar la
reduccion en el contenido miocardico de GMPc en el momento de la reperfusién, asociandose
a una reduccion del tamafo del infarto, fenédmeno que traducido a gran escala y en la clinica
tendria que asociarse a una reduccion de la mortalidad en el seguimiento.

A pesar de que la extrapolacion directa de los resultados del modelo porcino a humanos
no es posible, por diferencias interespecie y porque los mecanismos de oclusién coronaria
trombética que se dan en la clinica no han sido reproducidos, las tres estrategias estudiadas
(administracion del precursor de NO -L-arginina-, administracion del péptido natriurético
urodilatina y administracion de 5-MNI) han mostrado un perfil de tolerancia hemodinamica muy
bueno, sin alterar los parametros bioquimicos en el periodo de tiempo estudiado. Ademas,
como se ha comentado, las drogas estudiadas ya han sido probadas en otros contextos
clinicos (o similares en el caso del 5-MNI) en pacientes, incluso a dosis superiores.

Sobre los diferentes modelos utilizados para estimular la produccion de GMPc, ya sea
mediante la guanilil-ciclasa soluble o la particulada, cabe comentar que estas moléculas se
encuentran en todas las células de los mamiferos. Evidentemente, las particularidades propias
del modelo de corazoén aislado de rata difieren de los modelos porcino y humano, en cuanto a
la mayor frecuencia cardiaca y corta duracidon del potencial de accion transmembrana, cosa
que pudiera incluso atenuar en este modelo los posibles efectos del GMPc sobre los canales
de calcio sarcoplasmales, reforzando la hipétesis de una accion comun en las diferentes

especies sobre el aparato contractil.
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Situaciones clinicas que pueden beneficiarse de la adicion de tratamientos coadyuvantes
de la reperfusiéon incluyen el infarto agudo de miocardio (especialmente el tratado mediante
angioplastia primaria, donde el flujo se recupera bruscamente, de forma mas rapida y
completa), las intervenciones coronarias percutaneas complicadas con oclusiones transitorias
de la arteria y, aunque es mas propio de la proteccién miocardica, la isquemia y reperfusion
gue sigue al paro circulatorio de la cirugia cardiaca con circulacion extracorpérea, y el
trasplante cardiaco. La urodilatina, por su capacidad para estimular de forma rapida la sintesis
de GMPc y evitar en nuestro modelo la deplecibn de GMPc miocardico se muestra como la
droga mas atractiva para su rapida administracion en el contexto del infarto agudo de miocardio
o del intervencionismo coronario complicado con oclusion arterial. Los posibles estudios que se
derivan de estas observaciones deberian estar dirigidos a dilucidar en humanos qué
concentraciones de urodilatina plasmatica consiguen normalizar el contenido de GMPc
miocéardico, para determinar el margen terapéutico beneficioso de la droga, e igualmente
deberian dirigirse a demostrar su capacidad en la reduccién de la necrosis y/o la mortalidad en
situaciones coadyuvantes a la reperfusion del miocardio. La determinaciéon in vivo del GMPc
miocardico no es posible mediante técnicas de imagen no invasivas, cosa que limitaria el
estudio a la determinacién del contenido plasmatico de GMPc en sangre periférica, seno
coronario, o en células facilmente asequibles (como las sanguineas) que hubieran demostrado
(a nivel experimental) una correlacién con las concentraciones miocardicas del mismo. A pesar
de estas limitaciones, la urodilatina ya ha sido administrada en humanos con buena tolerancia
a dosis mas altas(73;161) de las que en nuestro modelo porcino han demostrado limitar la
necrosis en el momento de la reperfusién, cosa que no impediria la realizacién de estudios
piloto en humanos.

Por el contrario, la L-arginina se ha mostrado como una estrategia beneficiosa cuando se
administra antes de la fase de isquemia, cosa que limita su posible utilidad a situaciones de
angina inestable de alto riesgo, a la cirugia cardiaca con paro circulatorio o a las intervenciones
percutaneas de riesgo, pudiéndose administrar con seguridad en estos casos, dado su casi
nulo perfil toxico. Un ejemplo de administracion de una droga antes de la isquemia, siguiendo

las observaciones previamente observadas en los laboratorios de cardiologia experimetal, lo
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constituyd el estudio multicéntrico GUARDIAN, donde el cariporide (inhibidor el intercambiador
Na'/H") se administré en situaciones de alto riesgo isquémico(45).

Finalmente, y como se ha comentado en el apartado inmediatamente anterior, los nitratos
son farmacos ampliamente utilizados en la fase aguda de un infarto agudo de miocardio, a
pesar de que su utilidad como farmaco eficaz en reducir el tamafio del infarto y, por tanto, en
mejorar la supervivencia esta en discusion(141). Nuestros resultados, ademas de ser
consistentes con los efectos observados en un modelo similar tras la administracion de L-
arginina y urodilatina, permiten reabrir la posibilidad de volver a estudiar de forma controlada su
efecto en pacientes con infarto agudo de miocardio, siempre y cuando se aseguren niveles

terapéuticos de los mismos desde el momento de la reperfusion.
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CONCLUSIONES.

De este trabajo puede concluirse finalmente que:

1. La administracion del precursor de la sintesis de 6xido nitrico -L-arginina- a dosis de 100
mg/Kg/min durante 20 minutos en cerdos anestesiados con tiopental, a los que se practica
una toracotomia quirdrgica, es bien tolerada hemodindmicamente y no altera las

determinaciones bioquimicas ni hematolégicas a las 3 horas de su administracion.

2. La administracién de L-arginina, a las dosis comentadas, antes de una oclusién coronaria
transitoria se asocia a una elevacion de los niveles plasmaticos de GMPc durante el

periodo de reperfusion inicial, y a una preservacion del contenido miocéardico de GMPc.

3. Los animales tratados con L-arginina presentaron, en comparacién con los que recibieron
una solucién placebo, una reduccion del tamafio del infarto independiente del depésito de
PMN en el miocardio reperfundido y que, en cambio, se asocia a una reducciéon en los

indices que reflejan hipercontractura en el territorio sometido a isquemia-reperfusion.

4. Tras periodos de isquemia transitorios, el miocardio reperfundido presenta una deplecion
en la concentracion de GMPc en comparacion con el miocardio normoxico, efecto

observado tanto en el corazon aislado de rata como en el coraz6n porcino in situ.

5. La administracién del péptido natriurético urodilatina en la reperfusién miocardica inicial, a
baja concentracién (suficiente para normalizar el contendio de GMPc en el miocardio
reperfundido), se asocia a una reduccién en el tamafio de la necrosis, en comparacion con
la administracion de placebo. Estos efectos son similares tanto en un modelo de corazén
aislado de rata como en un modelo de corazdn porcino in situ, sometidos a isquemia y

reperfusion.
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10.

La administracion de urodilatina en la reperfusién miocardica inicial, a concentraciones de 5
a 10 veces superiores a las que consiguen normalizar el contenido de GMPc en el
miocardio reperfundido, se siguen de una elevacion en el contendio de GMPc en el
miocardio sometido a isquemia y reperfusion muy por encima de la observada en el
miocardio normoéxico. A estas concentraciones se pierde el efecto beneficioso en cuanto a

reduccion de la necrosis se refiere, observado con concentraciones las mas bajas.

Tanto la administracion de dosis bajas (10 ng/Kg/min) como altas (50 ng/Kg/min) de
urodilatina en el modelo de corazén porcino in situ, se siguieron de rapidos aumentos en
las concentraciones plasmaticas de GMPc, sin efecto deletéreo en los parametros

hemodindmicos ni bioquimicos de los animales.

La administracion de 5-MNI a dosis de 0.3 mg/Kg de peso, por sonda nasogastrica,
consigue en un modelo porcino a torax abierto, niveles detectables del farmaco,
alcanzando una fase de meseta a los 45 minutos de su administracién y sin efectos

deletéreos en las variables hemodinamicas de los animales.

La administracion de 5-MNI a estas dosis, antes de someter a los animales a un protocolo
de isquemia y reperfusion miocardica, se asocia a una reduccién del tamafio del infarto en

comparacion con la administracién de una solucién placebo.

Finalmente, puede concluirse que tres estrategias dirigidas a estimular la produccién de
GMPc en el contexto de isquemia y reperfusion miocardica en modelos de corazén aislado
de rata y/o corazén porcino in situ, se han mostrado efectivas para reducir el tamafio de la
necrosis en comparcién con placebo, y seguras en cuanto a su tolerancia hemodinamica,

dejando la puerta abierta a su posible uso en estudios piloto controlados en humanos.
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