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Las enfermedades cardiovasculares
constituyen la primera causa de mortali-
dad en el mundo occidental. Muchas de
estas enfermedades tienen un componente
vasoconstrictor comun, lo que ha suscita-
do un gran interés por los mecanismos
bioquimicos implicados en la contraccién
y relajacidén del misculo liso vascular, En
los Gltimos anos se ha puesto de relieve la
importancia del éxido nitrico (NO) en la
relajacién del musculo liso vascular,
abriendo nuevas posibilidades a la terapia
de este tipo de enfermedades.

La nitroglicerina y otros nitratos orga-
nicos son potentes vasodilatadores
cominmente utilizados en el tratamiento
de la angina de pecho, el infarto de mio-
cardio y la insuficiencia cardiaca congesti-
va'. La actividad vasorrelajante de estos
compuestos estd mediada por el 6xido
nitrico, que aumenta la concentracién
intracelular de GMPc activando a la guani-
lato ciclasa soluble. A su vez el GMPc es
degradado activamente por las fosfodies-
terasas de nucleétidos ciclicos. La utilidad
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terapéutica de los nitrovasodilatadores
estd severamente limitada por la rapida
aparicion de tolerancia, algunas veces en
menos de 48 horas tras la exposicién con-
tinuada a la nitroglicerina®. La tolerancia a
la nitroglicerina no es total y no provoca
necesariamente tolerancia cruzada con
otros nitrovasodilatadores, lo que sugiere
que la via de vasorrelajacién a través de
GMPc permanece intacta’. Si se consiguie-
ra elevar la concentracion intracelular de
GMPc mediante vias alternativas se podria
revertir la tolerancia a los nitrocompues-
tos y reducir los efectos secundarios del
tratamiento.

La inhibicién de la hidrolisis de GMPc
con inhibidores selectivos de fosfodieste-
rasas que degradan el GMPc podria ser
una via eficaz para potenciar el efecto
vasorrelajante de los derivados nitro. Las
fosfodiesterasas estan presentes en todos
los tejidos animales y regulan las concen-
traciones intracelulares de AMPc y GMPc,
catalizando su hidrolisis a los respectivos
nucledtidos 5-monofosfato. El tipo y pro-
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porcion de fosfodiesterasas varia conside-
rablemente en diferentes tejidos, lo que
estd incentivando el desarrollo de inhibi-
dores cada vez més selectivos con vistas a
su posible uso terapéutico. El objetivo de
este proyecto ha sido estudiar la accién de
inhibidores selectivos de fosfodiesterasa
como posibles farmacos en el tratamiento
de las enfermedades cardiovasculares. La
experiencia clinica con inhibidores de fos-
fodiesterasa demuestra que la selectividad
es un factor fundamental a la hora de evi-
tar lo efectos secundarios del tratamiento.
Parece légico que la presencia de distintas
isoenzimas en el mismo tejido responda a
la existencia de diferentes modos de regu-
lacién, por lo que el bloqueo especifico de
la via de interés evitaria otros efectos cola-
terales no deseados. Hemos analizado si la
combinaciéon de agentes donadores de
oxido nitrico, como el nitroprusiato sédico
(NPS), con inhibidores selectivos y no
selectivos de fosfodiesterasas potencia el
efecto de los primeros. Para ello aislamos
las fosfodiesterasas presentes en musculo
liso de aorta. Después determinamos la
selectividad que cada inhibidor sobre las
distintas fosfodiesterasas de musculo liso
vascular. Por Gltimo, analizamos el papel
que las distintas fosfodiesterasas de GMPc¢
tienen en la regulacién de la concentracién
de GMPc en células normales y tolerantes
al nitroprusiato. Ademéas se pretende
determinar si la combinacion de inhibido-
res de fosfodiesterasa con derivados nitro,
tiene un efecto sinérgico en el aumento de
la concentraciéon de GMPc, y determinar
cuéles son las fosfodiesterasas implicadas
en el proceso.

MATERIAL Y METODOS

Separacion de fosfodiesterasas de mis-
culo liso de aorta porcina

Tras extraer la aorta se elimindé mecé-
nicamente la grasa envolvente, la tinica
adventicia y el endotelio, se corto la tanica
media en pequefnos fragmentos y se aiia-
dieron a 100 ml de tampdn de extracciéon
(Tris/HC1 20 mM (pH 7,4), CaClg 0,1 mM,
acetato de magnesio 2 mM, DTT 1 mM) que
contenia los siguientes inhibidores de pro-
teasas: aprotinina 10 mg/l, benzamidina 10
mM, bestatina 10 mg/l, PMSF 1 mM, peps-
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tatina 10 mg/l y leupeptina 10 mg/l. La
muestra se homogeneizd en frio en un
Polytron a 19.000 r.p.m. y el homogenado
se centrifugd durante 50 min a 4 °C y 15.000
g. Las fosfodiesterasas se aislaron median-
te cromatografia de intercambio i6nico uti-
lizando como matriz Sepharose CL-6B
(Pharmacia). La columna (1,6 x 17 cm) se
equilibré con tampén de extraccion y tras
cargar la muestra se volvid a lavar con 7-8
volimenes del mismo tampén. La elucién
se realizd lavando la columna con un gra-
diente lineal de NaCl 0,15 - 0,5 M disuelto
en el mismo tampén (200 ml) y se recogie-
ron 44 fracciones de 4,5 ml en tubos que
contenian 100 pl de EGTA 35 mM. La medi-
da de la actividad fosfodiesterasa ha sido
descrita previamente®,

Obtencion de cultivos primarios de
células de misculo liso vascular

Los cultivos se obtuvieron a partir de
aortas de cerdo libres de grasa y tejido
adherente cortadas en piezas de aproxi-
madamente 1 cm? Se incubaron 1 6 2 pie-
zas de tejido a 37 °C durante 10 min, en un
medio de digestién que contenia 200 U/ml
de colagenasa tipo III, 15 U/ml de elastasa
tipo I y 0,5 mg/ml de inhibidor de tripsina
de soja en DMEM. Tras la digestion se eli-
mind la tanica adventicia y el endotelio
con el conjuntivo subyacente. La capa de
miusculo liso central se cortd en piezas de
1-2 mm de lado y se colocaron de 10 a 15
de éstas en cada frasco de cultivo en
medio DMEM complementado con antibio-
ticos y antimic6ticos (penicilina 100 U/ml,
estreptomicina 100 pg/ml y fungizona 0,25
pg/ml), y suero bovino fetal al 20%. Al cabo
de 7-10 dias, una vez que las células en el
frasco de cultivo alcanzan el 20-30 % de
confluencia, se quitaron los explantes y se
redujo la concentracién de suero bovino
fetal al 5 %. Los subcultivos siempre se rea-
lizaron a partir de células totalmente con-
fluentes, mediante dos lavados consecuti-
vos con HBSS e incubacién con
tripsina-EDTA durante 3 min a 37 °C. Des-
pués de inhibir la tripsina con suero, las
células se centrifugaron a 900 r.p.m. y se
resuspendieron en el volumen adecuado
de medio de cultivo. Los experimentos se
realizaron sobre células confluentes con
menos de 4 subcultivos.
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Medida de nucleétidos ciclicos

Se determiné el contenido de GMPc en
células de musculo vascular extraidas de
aorta de cerdo y cultivadas en placas de 12
pocillos. Después de tripsinizar y centrifu-
gar células procedentes de frascos de culti-
vo, las células se transfirieron a placas,
donde permanecieron 3-4 dias antes de rea-
lizar los tratamientos. Antes de comenzar
los tratamientos el medio de cultivo se sus-
tituy6 por medios definidos tamponados sin
suero (PBS). Cuando el tratamiento incluia
inhibidores de PDE, éstos se afadieron a
cada pocillo media hora antes de estimular
la sintesis de cGMP con NPS o factor natriu-
rético atrial (FNA) y las placas de cultivo se
incubaron a 37 °C durante los tiempos indi-
cados. Al cabo de ese tiempo se detuvo la
incubacioén retirando el medio y aftadiendo
a cada pocillo etanol al 70 % frio. En la
mayor parte de los experimentos se realiza-
ron medidas tanto en el medio de incuba-
cién como en los extractos etandlicos. El
GMPc se midié utilizando un sistema de
radioinmunoensayo basado en la competen-
cia por la unién a un anticuerpo especifico
entre el GMPc no marcado y una cantidad
fija de GMPc marcado con™l (Amersham).
Se eligi6 el protocolo de acetilacion frente al
de no acetilacion por su mayor sensibilidad.

RESULTADOS

Separacion de fosfodiesterasas de mis-
culo liso de aorta de cerdo

Las fosfodiesterasas presentes en el
musculo liso vascular de aorta de cerdo,

se aislaron empleando una cromatografia
de intercambio iénico en un tampén que
contenia 0,1 mM de calcio. En estas condi-
ciones se separaron 4 isoenzimas diferen-
tes: un primer pico con actividad especifi-
ca para GMPc (PDE V), seguido de otro en
el que la hidroélisis de AMPc y GMPc se
estimula en presencia de calcio/calmoduli-
na (PDE I), un tercer pico que hidroliza
preferentemente AMPc y se inhibe por
GMPc (PDE II), y una actividad fosfodies-
terasa especifica de AMPc sensible a roli-
pram (PDE IV). En esta cromatografia se
consiguid la separacién de las isoenzimas
responsables de la degradacion de GMPc
en este tejido (PDE Iy PDE V). Las isoenzi-
mas aisladas se caracterizaron, utilizando
para ello ocho inhibidores de referencia:
zaprinast, milrinona, nicardipina, IBMX,
papaverina, RO 20-1724, rolipram y dipiri-
damol. También se midié el efecto del
GMPc sobre la hidrolisis de AMPc 1 pM
(Tabla 1). La potencia de los diferentes
compuestos como inhibidores fue diferen-
te de unas isoenzimas a otras. PDE V es
muy sensible a la inhibicién por zaprinast
y dipiridamol, que son inhibidores selecti-
vos de esta isoenzima, y menos sensible a
los inhibidores no selectivos papaverina e
IBMX. La hidrolisis de GMPc por PDE [ se
inhibe con nicardipina, un compuesto de
la familia de las dihidropiridinas, con una
IC5 menor que la de los inhibidores no
selectivos IBMX y papaverina. Zaprinast es
un mal inhibidor de esta isoenzima (ICg =
47,1 mM) vy la actividad sobre PDE I del
resto de inhibidores fue incluso menor. La
PDE III se inhibe potentemente con milri-

Tabla 1. Valores de IC,, (uM) de los compuestos sobre las fosfodiesterasas identificadas en aorta por-

cina. Medias = D.E. (n= 4).

PDE

Inhibidor I 11 v V
Zaprinast 471+ 4,6 47,2 + 4,8* 100 + 13 0,23 = 0,05
Milrinona 115+ 7 + (0,1 13,4 £ 3,4 45,2 = 8,6
Nicardipina 3,7+0,3 13,114 6,1 1,0 56,3 = 2,2*
IBMX 12,2 + 0,9 +1,0 8,722 44+0,6
Papaverina 21,8+3,9 0,69 = 0,07 1,1+0,1 2,0 £ 0,8
RO 20-1724 13,4 + 3,6* 88,3 « 11,7 59«21 1333
Rolipram 18,1 + 3,1* 48,3 = 2,1* 0,77 + 0,13 117 £ 25
Dipiridamol 34,0 = 6,6% 56,9 = 3,6 5,6 + 0,6 0,33 + 0,07
GMPc n.d. + 0,2 54,9 « 3,7* n.d.

* Porcentaje de inhibicion a 250 pM. n.d. no determinado.
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nona, papaverina y GMPc. Del resto de
compuestos, soélo nicardipina e IBMX son
efectivos sobre PDE III, a concentraciones
por debajo de 50 pM. Los inhibidores mas
potentes de PDE IV fueron papaverina y
rolipram, siendo este Gltimo el méas selecti-
vo.

Sintesis y egresion de GMPc en células
de misculo liso vascular

En primer lugar determinamos cémo
varia en el tiempo la cantidad intracelular
de GMPc tras estimular su sintesis con
concentraciones crecientes de NPS. La res-
puesta de las células a la estimulacién con
NPS es inmediata, registrandose un maxi-
mo en la cantidad intracelular de GMPc
dentro de los primeros 5 minutos, que sdlo
desciende a valores basales (-~ 150
fmol/millén de células) con las concentra-
ciones de NPS més bajas (10 y 100 nM). Las
concentraciones de GMPc intracelulares
mas elevadas se obtuvieron a los 2 minu-
tos de tratamiento con nitroprusiato sodi-
co, consiguiéndose aumentos maximos en
torno a 20 veces la concentracién basal,
con NPS 10 y 100 pM. Con las concentra-
ciones de NPS maés altas, la cantidad intra-
celular de GMPc no retorné a los valores
basales tras una hora de incubacién.

Un aspecto llamativo del metabolismo
del GMPc es que una parte importante de
este nucledtido es expulsado activamente
al medio extracelular. Para conocer la
importancia de la expulsién de GMPc en la
regulacién de la concentracién intracelular
de este nucledtido, determinamos la ciné-
tica de egresién del GMPc en células esti-
muladas con NPS, un activador de la gua-
nilato ciclasa soluble, o con FNA, un
activador de la guanilato ciclasa de mem-
brana. Para ello se trataron los cultivos de
células procedentes de misculo liso de
aorta porcina con NPS 10 pM o con FNA 0,5
pM, y se midi6 la cantidad intra y extrace-
lular de GMPc dentro de la primera hora
de tratamiento. A pesar de que la concen-
tracion intracelular de GMPc alcanzada
con NPS y FNA es similar, la cantidad de
GMPc expulsada al medio extracelular es
mucho menor con FNA que con NPS. En
ambos casos la expulsién de GMPc es pro-
porcional a su concentracién intracelular,
pero la velocidad de expulsion es 5 veces
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menor cuando las células se estimulan con
FNA en lugar de NPS. Las constantes de
velocidad obtenidas fueron de 0,1 min'
para NPS y 0,02 min” para FNA.

Efecto de los inhibidores de fosfodies-
terasas sobre la elevacion de GMPc
inducida con NPS o FNA

Cuando se anaden inhibidores de fosfo-
diesterasa a células de miusculo liso en
culivo la cantidad intracelular de GMPc no
se ve afectada. S6lo los inhibidores no
selectivos papaverina e IBMX a elevada
concentracién (100 pM) elevan ligeramen-
te (2-4 veces) la concentracién basal de
GMPc. Los inhibidores selectivos de la PDE
V, zaprinast y dipiridamol, a una concen-
tracién a la que practicamente inhiben por
completo esta isoenzima en los ensayos de
actividad enzimaética, no alteran el conteni-
do intracelular de GMPc. Tampoco la
nicardipina, a una concentracién a la que
inhibe PDE [, tiene un efecto significativo.

Uno de los objetivos principales de
este trabajo era determinar si el tratamien-
to combinado con activadores de la guani-
lato ciclasa e inhibidores de fosfodiestera-
sa provoca un mayor aumento en la
concentracion de GMPc del que se obtiene
unicamente con los primeros. Para probar
esta hipoétesis estudiamos el efecto combi-
nado de un activador de la guanilato cicla-
sa soluble (NPS) o de membrana (FNA)
con distintos inhibidores de fosfodiestera-
sa. En primer lugar medimos a lo largo del
tiempo la cantidad de GMPc intra y extra-
celular cuando las células se tratan combi-
nando FNA con zaprinast10 pM, un inhibi-
dor selectivo de la fosfodiesterasa que
degrada selectivamente GMPc, o con IBMX
100 pM, un inhibidor inespecifico de fosfo-
diesterasas. La cantidad intracelular de
GMPc en el interior de las células tras esti-
mular su sintesis con FNA, no resulta afec-
tada por el pretratamiento con 10 pM
zaprinast, una concentracion a la que este
compuesto inhibe potente y selectivamen-
te la PDE V. Con IBMX en cambio, si se
potencia la respuesta a FNA, lo que sugiere
que las fosfodiesterasas hidrolizan rapida-
mente el GMPc sintetizado por la guanilato
ciclasa de membrana estimulada con FNA.
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Desde el punto de vista farmacologico
resulta més interesante analizar el efecto
de los inhibidores de fosfodiesterasa
sobre la elevaciéon de GMPc provocada
por nitrovasodilatadores, que estimulan
la guanilato ciclasa soluble. Se estudi6 el
efecto de IBMX y zaprinast sobre el
aumento de GMPc provocado por NPS.
IBMX potencia el efecto del NPS de mane-
ra dependiente de la concentraciéon
empleada. Con IBMX 100 pM se consiguid
aumentar entre 5 y 10 veces, a lo largo de
la primera hora de incubacién, la canti-
dad intracelular de GMPc obtenida con
NPS sélo. Este resultado indica que la
actividad fosfodiesterasa de GMPc en las
células es muy intensa. Zaprinast a 10 uM,
una concentracion que inhibe selectiva-
mente la PDE V, es incapaz de potenciar el
efecto del NPS. Con 100 pM zaprinast si se
potencia el efecto del NPS. Dado que
zaprinast a 100 pM es capaz de inhibir
PDE V y PDE I en los ensayos de actividad
(Tabla 1), estos resultados apoyan la
hip6tesis de que ambas isoenzimas parti-
cipan activamente en la hidrdlisis del
GMPc en masculo liso vascular.
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Efecto de los inhibidores de fosfodies-
terasas en células tolerantes al NPS

Se indujo tolerancia a NPS en células
cultivadas de musculo liso vascular incu-
bando las células durante una hora con
500 pM de NPS. Posteriormente se hicieron
3 lavados sucesivos de los pocillos con
PBS, renovando el tampén cada 10 minu-
tos, y se iniciaron los tratamientos. La can-
tidad basal de GMPc en células tolerantes
(110 £ 24 fmol/millén de células) es similar
a la encontrada en células normales. Sin
embargo, las células tolerantes responden
al NPS con aumentos de GMPc sensible-
mente menores que las células normales.
De hecho, el desarrollo de tolerancia esta
asociado con una pérdida de sensibilidad
al NPS de mas de 100 veces (Fig. 1).

Diversos autores han descrito en estu-
dios farmacoldgicos que el zaprinast es
capaz de revertir, al menos parcialmente,
la tolerancia a los nitrocompuestos. Para
estudiar el mecanismo bioquimico que
media esta reversion, estudiamos el efecto
de zaprinast sobre la respuesta a NPS de
células de musculo liso vascular que ha-
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Efecto de NPS sobre la cantidad de GMPc intra y extracelular en células normales y tole-

rantes. Los graficos muestran la cantidad de GMPc intracelular (a) y extracelular (b) medi-
da a los 2 y 20 minutos respectivamente, tras la adicion de varias concentraciones de NPS
a células tolerantes () y no tolerantes (0) al NPS.
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bian desarrollado tolerancia al NPS. Para
ello se indujo tolerancia a las células con
NPS 500 pM, y tras lavarlas repetidamente
con PBS, se trataron durante media hora
con zaprinast 10 pM. Al cabo de ese tiem-
po, se estimuld la sintesis con NPS y se
midié la cantidad intracelular de GMPc.
Zaprinast potencia el efecto del nitropru-
siato en células tolerantes a este compues-
to (Fig. 2). De hecho, la cantidad de GMPc
intracelular obtenida con 0,1 pM de NPS en

células tolerantes pretratadas con zapri-
nast, son similares a las obtenidas en célu-
las no tolerantes. Esta potenciacién se pro-
duce con todas las concentraciones de
NPS probadas y contrasta con la ausencia
de efecto de zaprinast en células no tole-
rantes.

DISCUSION

El cromatograma obtenido en el aisla-
miento de fosfodiesterasas de mutsculo
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Potenciacién del efecto de NPS en células tolerantes incubadas con zaprinast. Se determi-

no la cantidad de GMPc a los 2 minutos tras la estimulacién con distintas concentraciones
de NPS en células que habian sido incubadas previamente durante media hora con zapri-
nast 10 pM o con tamp6n. Medias + D.E. de 2 pocillos de células en cada uno de los cuales

se hicieron 2 medidas.

liso de aorta de cerdo sugiere que PDE I y
PDE V contribuyen de modo cuantitativa-
mente comparable a la hidrélisis total de
GMPc. Obviamente esta estimacion no es
extrapolable a la célula, donde la activi-
dad relativa de ambas isoenzimas es el
resultado de la integracién de diversos
factores que pueden modular la actividad
de estas isoenzimas in vivo. De hecho, la
opinién méas extendida es que PDE V es la
enzima responsable de la degradacién de
GMPc intracelular en musculo liso vascu-
lar*’. La principal prueba experimental
parte de los estudios bioquimicos y far-
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macolégicos en rata y conejo con zapri-
nast, un inhibidor selectivo de la PDE V y,
en menor medida, de estudios con otros
inhibidores selectivos de esta enzima
desarrollados recientemente®”.

En contraste con estos trabajos, los
resultados obtenidos muestran que en
células de mdsculo liso vascular de aorta
de cerdo, zaprinast a 10 mM no potencia el
efecto de NPS ni de FNA, a pesar de que en
esas condiciones la degradacién del GMPc
intracelular por fosfodiesterasas es muy
elevada. Estos datos apoyan la hipétesis
de que tanto PDE I como PDE V participan
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activamente en la degradacion de GMPc en
este tejido y la inhibicién de cualquiera de
ellas es necesaria, pero no suficiente, para
obtener un efecto sinérgico con los nitro-
vasodilatadores. Aunque se ha postulado
una mayor implicacién de PDE V que de
PDE I en la hidrélisis del GMPc sintetizado
por estimulacién con nitrocompuestos en
muasculo vascular®®®, la ausencia de inhibi-
dores adecuados de PDE I impide confir-
mar esta hipo6tesis.

Una limitacién de su uso terapéutico de
los nitrovasodilatadores es el desarrollo
de tolerancia que habitualmente ocurre
tras el uso repetido de estos farmacos.
Aunque no se conoce el mecanismo exacto
que provoca la tolerancia a los nitrovaso-
dilatadores, se sabe que esta asociado con
una menor elevacién del contenido de
GMPc en las células del misculo liso vas-
cular en respuesta a una posterior exposi-
ci6n al nitrovasodilatador". Se ha propues-
to que la tolerancia se desarrolla por
agotamiento del poder reductor de los gru-
pos tiol implicados en la formacién de NO,
por alteraciones en la actividad o en la
expresion de la guanilato ciclasa soluble
y/o por un aumento de la hidrolisis del
GMPc catalizado por las fosfodiesterasas.
Zaprinast a concentraciones selectivas
hacia PDE V potencia la respuesta al NPS
en células tolerantes, incluso con las con-
centraciones de NPS mas bajas. Fl hecho
de que la cantidad de GMPc extracelular
en presencia de zaprinast sea muy inferior
a la de células normales, indica que la
reversion de la tolerancia por zaprinast es
debida a inhibicién de la actividad fosfo-
diesterasa de GMPc, y no a una recupera-
cion de la sintesis de este nucleétido.

Nuestros resultados con células tole-
rantes al NPS son coherentes con los publi-
cados por otros autores en estudios far-
macoldgicos con arterias tolerantes a la
nitroglicerina. Zaprinast aumenta la res-
puesta a la nitroglicerina y revierte, al
menos parcialmente, la tolerancia a este
compuesto en aorta de rata'®'", en arteria
Coronaria de cerdo” y en estudios in vivo
con ratas*'. El tratamiento con zaprinast,
un inhibidor selectivo de PDE V, permite
revertir en los modelos animales la tole-
rancia, lo que ha estimulado la investiga-
Cién sobre la posible utilidad clinica de
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estos inhibidores®". Los resultados obteni-
dos indican que la importancia relativa de
PDE V respecto a PDE [ es mayor en células
tolerantes, y asi, la inhibicién selectiva de
PDE V con zaprinast potencia la respuesta
de las células al nitroprusiato. Esto sugiere
que en el desarrollo de la tolerancia hacia
los nitrovasodilatadores se produce, ade-
més de una disminucién en la sintesis de
GMPc, una regulacién de la actividad rela-
tiva de ambas fosfodiesterasas de GMPc
no descrita previamente. Sin embargo,
zaprinast es incapaz de bloquear el desa-
rrollo de tolerancia hacia los nitrovasodi-
latadores, de modo que el problema de
fondo, la menor producciéon de GMPc¢ por
parte de las células tolerantes, persiste. De
los resultados de este trabajo se deduce
que en la hidrolisis de GMPc en células no
tolerantes estimuladas con NPS, partici-
pan de modo significativo PDE 1y PDE V y,
consecuentemente, la inhibicién selectiva
de PDE V no aumenta el efecto de los nitro-
vasodilatadores. Puesto que la tolerancia
es un fenémeno gradual y el grado de tole-
rancia alcanzado depende de la concentra-
cién de nitrovasodilatador empleada, una
posibilidad terapéutica podria ser la com-
binacién de una molécula con capacidad
de inhibir tanto a PDE I como a PDE V con
un nitrocompuesto. De este modo la poten-
ciacion del efecto del nitrovasodilatador
permitirfa usar una menor concentracién
del mismo, reduciendo as{ el riesgo de apa-
ricion de tolerancia.
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