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Artículo Especial | 

AVENTURAS EN 

FARMACOLOGÍA: 

VEINTE AÑOS 

DE 

CASUALIDAD Y 
DISEÑO 

...Voy a referirme a mi trabajo 
científico de los últimos 20 años. 
Pero no a mi trabajo en general, 
sino a las situaciones en las que 
puedo discernir el proceso de 
descubrimiento. Son estos pocos 
momentos misteriosos que se 
resuelven en esa incomparable 
sensación de maravilla que es el 
descubrimiento científico, los 
que alcanzan para abastecer de 
esperanza la duda existencial que 
nos domina. 

Voy, además, a referirme a la 
ciencia experimental llevada a 
cabo no como consecuencia de 
inmensa tecnología, que es el 
signo de nuestra época, sino 
como resultado del uso de la 
curiosidad y del ingenio 
aplicados a la más sencilla de 
todas las técnicas de la biología 
experimental: el ensayo 
biológico. 

PRINCIPIOS DEL BIOENSAYO 

En farmacología, los ensayos 
biológicos en animales de 
laboratorio se han venido 
utilizando, de una u otra forma, 
desde los comienzos del siglo 
XIX. Sin embargo, el empleo de 
órganos aislados con estos fines 
se inició posteriormente. En 
1869, Reimann observó que si 
separaba el útero del cuerpo y lo 
mantenía en una cámara a 
temperatura corporal, dicho 
órgano experimentaba 
movimientos peristálticos 
rítmicos y sobrevivía por un 
período razonablemente largo 
(1). A partir de entonces se 
desarrolló rápidamente el 
empleo de tejidos y órganos con 
distintos propósitos, incluyendo 
la detección cuantitativa de 
catecolaminas en solución, 
empleando músculo intestinal, 
tejido vascular o membrana 
nictitante y el ensayo de 5-
hidroxitriptamína, en útero de 
rata. En la mayoría de los casos, 
el órgano aislado se hallaba 
inmerso en una solución 
fisiológica que se renovaba a 
intervalos frecuentes. 

Nosotros en cambio utilizamos 
un tipo de bioensayo conocido 
como bioensayo de superfusión, 
en el que el tejido no está 
inmerso sino que la solución 
fisiológica fluye sobre su 
superficie. La historia de esta 
técnica es bastante reciente, 
pues comenzó en 1953 con la 
publicación de John Gaddum 
"La técnica de superfusión" (2). 
Este sistema, según John 

Gaddum tiene la ventaja de una 
mayor sensibilidad, ya que los 
materiales investigados pueden 
aplicarse sin dilución sobre el 
tejido, lo que resulta 
particularmente adecuado para 
substancias de acción lenta. Una 
importante adición a la técnica 
del ensayo en superfusión fue 
hecha unos años más tarde por 
John Vane. Esta consistió en la 
superfusión en serie de tejidos de 
bioensayo a modo de cascada 
(3). Obviamente, en un sistema 
fluyente de estas características, 
no sólo se puede emplear 
soluciones fisiológicas sino 
también sangre de animales, 
como circulación extracorpórea. 
Cada tejido de bioensayo 
responde de una manera 
característica y reproducible a 
una substancia vasoactíva dada; 
la superfusión de una 
determinada combinación de 
tejidos proporciona una forma 
de reconocimiento específico y 
una medida cuantitativa de las 
substancias vasoactivas cuyo 
perfil de actividad biológica ha 
sido determinado previamente 
(fig. 1). Además, y 
probablemente de mayor 
trascendencia, es que esta 
técnica proporciona la base para 
el descubrimiento de substancias 
no identificadas, a las cuales los 
tejidos de bioensayo responden, 
a su vez, de una manera 
inesperada. Esta técnica versátil 
ha sido el centro de gran parte de 
nuestro trabajo en los últimos 20 
años y nos ha permitido a mis 
colegas y a mi realizar las 
contribuciones que describiré a 
continuación. 

Dr. Salvador Moneada 

Proyecto Cruciforme, University College London, Londres, 
Inglaterra 



 

FIG. 1.—Perfiles de bioensayo de diversas substancias vasoactivas. Los agonistas con-
traen, relajan o carecen de efecto en los tejidos utilizados para el bioensayo: 
Adr = Adrenalina; Ñor = Noradrenalina; Ang II = Angiotensina II; BK = Bradiquinina, 
PGE2 = Prostagladina E2; FGF2Q = Prostaglandina F2a; PGG2 y PGH2 = Endoperóxidos de 
prostaglandina; TXA2 = Tromboxano A2; PGI2 = Prostaciclina 

MECANISMO DE ACCIÓN DE 
LA ASPIRINA Y FÁRMACOS 
RELACIONADOS 

En 1971 tuve el privilegio de 
incorporarme al grupo dirigido 
por John Vane en el 
Departamento de Farmacología 
del Real Colegio de Cirujanos. 
Durante los meses previos, este 
gupo había desarrollado ciertas 
ideas que sugerían que los 
fármacos del tipo de la aspirina 
podrían estar inhibiendo la 
síntesis de prostaglandinas (4). 
Por esas fechas se estaba 
investigando las acciones 
biológicas de las únicas 
prostaglandinas conocidas 
P G E ^ P GF ^ P G E ^ F G E ^ y  
aunque se sabía que el precursos 
metabólico era el ácido 
araquidónico, los detalles de la 

ruta bioquímica no estaban 
completamente dilucidados (5). 

La primera tarea que se me 
asignó fue investigar si las 
acciones inducidas por el ácido 
araquidónico en una serie de 
tejidos de bioensayo podían 
inhibirse por aspirina. Esto lo 
demostré rápidamente. Mis 
resultados estaban, además, de 
acuerdo con otros obtenidos en 
homogeneizados de pulmón de 
cobayo que demostraban 
inhibición de la formación de 
prostaglandinas por tres 
fármacos de tipo de la aspirina: 
la propia aspirina, indometacina 
y salicilato de sodio (6). Al cabo 
de unas pocas semanas, 

Estos hallazgos sentaron las 
bases de mis siguientes dos años 
y medio de trabajo, investigando 
el papel que juegan las 

prostaglandinas en los procesos 
de inflamación y dolor. 
Asimismo estudié la hipótesis 
que postulaba que las 
prostaglandinas podrían estar 
implicadas en la modulación de 
la neurotransmisión simpática. 
Los frutos de mi trabajo de este 
período se plasmaron en 
diversos artículos (9, 10) y 
revisiones (11), así como en mi 
Tesis Doctoral (12). 
Básicamente éstos demostraron 
que, tanto en inflamación como 
en dolor las prostaglandinas no 
actúan como mediadores de . 
ninguno de los signos o 
síntomas sino como 
moduladores, proporcionando 
un sistema de amplificación el 
que es reducido por fármacos 
del tipo de la aspirina. Estos 
hallazgos, así como la hipótesis 
general, fueron confirmados por 
diversos laboratorios de todo el 

 



acabaron siendo las 
herramientas farmacológicas y 
bioquímicas más importantes 
para investigar el papel de las 

El descubrimiento del 
mecanismo de acción de los 
fármacos del tipo de la aspirina 
condujo a su empleo en 
situaciones nuevas tales como la 

la estimulación del cierre del 
ductus arteriosus persistente y el 
tratamiento del síndrome de 
Bartter(13). 

  

FiG. 2.—La indometacina previene la liberación de prostaglandinas inducida por 
Adrenalina en el bazo perfundido de perro. Una muestra del efluente esplénico fue uti-
lizada para perfundir los tejidos de bioensayo (CR = recto de pollo; RSS = Tiras de es-
tómago de rata). Los cambios en la presión de perfusión y peso (SP.WT) también se 
controlaron. Indometacina (0.37 u.g/ml) se añadió al efluente esplénico excepto cuando 
fue reinfundido en el bazo (LSP). Prostaglandina PGE2 (20 ng/ml) produjo contracción 
de los tejidos de bioensayo. La infusión de indometacina en el bazo abolió la libera-
ción de prostaglandinas. Este efecto desapareció aproximadamente a los 70 min. de 
terminar la infusión de indometacina. Estos datos pertenecen a la referencia 7. 

Uno de los objetivos principales 
en los últimos 20 años ha sido 
encontrar fármacos desprovistos 
en los efectos colaterales de 
estos compuestos, buscando 
substancias que pudiesen inhibir 
la generación de prostaglandinas 
en el lugar de la inflamación, 
pero sin afectar a la enzima 
generadora de prostaglandinas 
(ciclo-oxigenasa) en la mucosa 
del estómago. Recientemente 
esta búsqueda ha sido asistida 
por el descubrimiento de dos 
tipos de ciclooxigenasa, una de 
tipo constitutivo y otra isoforma 

inducible. La primera, cuya 
estructura tridimensional ha sido 
descrita recientemente (14), se 
encuentra presente en el 
endotelio vascular, mucosa 
gástrica y otros tejidos y es 
responsable de la formación de 
metabolitos del ácido 
araquidónico que llevan a cabo 
funciones fisiológicas. La 
segunda, se ha demostrado 
recientemente que es inducida 
en células migratorias, y en 
otros tipos celulares, por 
estímulos inflamatorios y por 
citoquinas (15). Este hallazgo ha 

sugerido una atractiva hipótesis: 
las acciones anti-inflamatorias 
de los fármacos del tipo de la 
aspirina se deben a la inhibición 
de la enzima inducible, mientras 
que los efectos indeseables 
(tales como la irritación del 
revestimiento del estómago) 
tienen su origen en la inhibición 
de la isoforma constitutiva (15). 
El diseño de un inhibidor de la 
ciclo-oxigenasa inducible 
permitirá confirmar esta 
hipótesis y posiblemente 
proporcionará una mejor 
aproximación terapéutica al 

mundo. Más aún, estos fármacos    prostaglandinas en el organismo,    prevención del parto prematuro, 



problema de la inflamación. Por 
consiguiente, a pesar del 
progreso en esta área, la 
búsqueda de una nueva y mejor 
aspirina aún continúa. 

LA ACCIÓN ANTI-
TROMBÓTICA DE LA 
ASPIRINA Y 
FÁRMACOS 
RELACIONADOS 

Quedaba todavía un 
rompecabezas por resolver: la 
aspirina inhibe la agregación 
plaquetaria, aumenta el tiempo 
de sangría y se ha sabido durante 
mucho tiempo que posee acción 
antitrombótica (16). El misterio 
consistía en que ninguna de las 
prostaglandinas conocidas hasta 
entonces inducía la agregación 
plaquetaria. Importantes pistas 
para la explicación de este 
fenómeno surgieron de la 
combinación de hallazgos 
previos y de nuevos avances en 
el conocimiento de la vía 
metabólica del ácido 
araquidónico. En 1969, Priscilla 
Piper y John Vane describieron 
la liberación de una substancia 
capaz de contaer la aorta del 
conejo (rabbit aorta contracting 
substances, RCS), cuya síntesis 
se inhibía con los fármacos del 
tipo de la aspirina (17). Se sabía, 
además, que mícrosomas 
obtenidos de plaquetas 
producían un potente agregante 
de las plaquetas humanas (18) y, 
en 1974, se demostró que 

intermediarios inestables del 
metabolismo del ácido 
araquidónico, los endoperóxidos 
de las prostaglandinas, PGG2, y 
PGH2 eran a la vez agregantes 
plaquetarios y contraían el tejido 
vascular (19, 20). Todo ello 
condujo inicialmente a la 
creencia de que los 
endoperóxidos eran responsables 
de la actividad RCS descrita por 
Piper y Vane y proporcionó, por 
vez primera, una explicación 
para las acciones plaquetarias de 
la aspirina. Sin embargo, las 
vidas medias de RCS (<2 min.) y 
de los endoperóxidos (aprox. 5 
min.) eran diferentes y la 
cantidad de endoperóxidos 
liberados por el pulmón o por las 
plaquetas agregadas no era 
suficiente para explicar la 
actividad contráctil observada en 
la aorta de conejo. De ahí que 
Bengt Samuelsson con sus 
colegas, se propusieron buscar 
otra substancia responsable de la 
actividad RCS. En 1975, ellos 
demostraron que las plaquetas 
incubadas con ácido 
araquidónico o con PGG2 
producían un compuesto activo 
muy inestable (vida media de 30 
segundos), posteriormente 
identificado como tromboxano 
A^ (TXA2). Este era capaz de 
contraer en forma potente tiras 
de aorta e inducir la agregación 
plaquetaria (21), lo que permitió 
concluir que el componente 
principal del RCS formado en 
plaquetas y pulmón de cobayo 
eselTXA2. 

El hallazgo de la conversión de 
endoperóxidos de prostaglandina 

en TXA2 sugirió la existencia de 
una vía enzimática responsable 
de esta transformación. Esta fue 
la base del proyecto que 
iniciamos el verano de 1975 con 
muestras de endoperóxidos 
obtenidas del Instituto 
Karolinska en Estocolmo. 
Nuevamente utilizando como 
bioensayo la superfusión en 
cascada, identificamos una 
enzima en la fracción microso-
mal de la plaqueta que 
denominamos TX sintasa (22). 
El criterio que utilizamos en el 
bioensayo en cascada fue la 
transformación de la PGG2, 
substancia con características 
RCS, en otra substancia con las 
mismas propiedades pero de 
mayor potencia y menos 
estabilidad (fig. 3). Fue difícil 
llevar a cabo estos experimentos, 
ya que a 37 grados C o aún a 
temperatura ambiente, el TXA2 
era extremadamente inestable y 
su actividad biológica 
desaparecía antes de ser 
transferido al bioensayo en 
cascada. Tras muchos esfuerzos, 
Stuart Bunting, un estudiante en 
ese tiempo, y yo diseñamos un 
sistema para incubar la enzima 
con el endoperóxido a 0 °C. 
Esto retardó la conversión a 
TXA2 y aumentó su estabilidad, 
resolviendo el problema. En 
forma concomitante empleamos 
la agregación de plaquetas como 
sistema de bioensayo y 
demostramos la acción potente 
del TXA2 comparada con los 
endoperóxidos de plaquetas (fig. 
4). Posteriormente, encontramos 



 

FiG. 3.—Bioensayo diferencial de substancias que contraen la aorta de conejo: Endo-
peróxido de prostaglandina (PGG3 200 ng) se añadió a 500 (xl de Tris-buffer at 0o C y 
una muestra de 50 ^1 (equivalente a 20 ng) fue ensayada en los tejidos. Inmediata-
mente después se añadieron microsomas de plaquetas de caballo a la solución de 
FGGr 50 pi de esta solución se ensayaron en los tejidos dos minutos más tarde. La 
figura muestra también la respuesta de los tejidos a 1000 ng de PGG2 y 50 ng de PGE2. 
Figura tomada de ia referencia 22: 

un inhibidor de esta enzima, el 
imidazol (23), que ayudó a la 
identificación de la TX sintasa, 
y además sugirió una nueva 
posibilidad terapéutica ya que, 
teóricamente, los inhibidores de 
esta enzima estarían dotados de 
los mismos efectos 
antiplaquetarios que la aspirina 
(13) 

Todo este trabajo esclareció la 
rata plaquetaria de 
biotransformación del ácido 
araquidónico hacia los 
endoperóxidos por medio de la 
enzima ciclo-oxigenasa, y su 
ulterior conversión en TXA2 
mediante la TX sintasa. Se 
trataba de una vía metabólica 
única ya que, en la mayoría de 
los tejidos estudiados, los 
endoperóxidos se transforman 
en prostaglandinas estables 
mediante reacciones catalizadas 
por isomerasas y reductasas. 

 

FIG. 4.—Curso temporal y dependencia de temperatura de tromboxano sintetasa. Pros-
taglandina G2 (500 ng) fue añadida a 1 mi de Tris-buffer conteniendo microsomas de 
plaquetas e incubada a 0o C, 22° C o 37° C antes de ensayar 50 }ú. Datos tomados de 

la referencia 22. 

 



DESCRUBRIMIENTODELA 
PROSTACICLINA 
YALGUNASDESUS 
CONSECUENCIAS 

Durante la realización de este 
proyecto también decidimos 
investigar cuál era la 
distribución de la TX sintasa en 
el organismo. Para ello 
preparamos fracciones 
microsomales a partir de 
diferentes tejidos y los 
incubamos con endoperóxidos 
con el fin de estudiar la 
formación de TXA^. Yo tenía 
particular interés en la pared 

vascular, ya que había pensado 
que el TXA2 en caso de que 
fuese generado en los vasos 
podría actuar en sinergismo con 
aquel producido por las 
plaquetas. Si esto era correcto, 
nos ayudaría a entender el 
proceso de formación del tapón 
hemostático y, especialmente, la 
vasoconstricción inmediata que 
se produce tras cortar un 
pequeño vaso. Por otra parte, yo 
sabía que las plaquetas y el 
tejido vascular comparten 
algunas propiedades antigénicas 
(24), lo que sugería que ambas 
estructuras debían poseer ciertas 
proteínas en común. 

Encontramos que varios tejidos, 
incluyendo el pulmón y el bazo, 
tenían la capacidad de generar 
TXA2, mientras que otros 
únicamente sintetizaban 
prostaglandinas a partir de 
endoperóxidos (25). Sin em-
bargo, un hallazgo inesperado 
fue que la fracción microsomal 
de la pared vascular consumía la 
actividad RCS de los 
endoperóxidos, sin generar 
TXAj, u otra prostaglandina que 
pudiésemos reconocer (fig. 5). 
Se trataba de un proceso 
enzimático, ya que se 
prevenía tras 

  

FIG. 5—Bioensayo utilizando tiras aórticas de conejo (a) y colon de rata (b). 
Prostaglandina PGE: contrae el colon de rata, mientras que PGGj (0.5 ug) 
fue incubada en 0,5 mi de Tris buffer a 22° C, y alícuotas de 100 jil fueron 
ensayadas en los tejidos a 5, ÍO, 20 y 30 min. La desaparición espontánea de 
PGG2 (expresada como disminución en la contracción de la aorta de conejo) 
se vio asociada con la aparición de actividad de tipo PGE (expresada por el 
aumento de la contracción del colon de rata). Figura tomada de la 
referencia 27. 

hervir la preparación microso-
mal (fig. 6). Más aún, el 
fenómeno observado no podía 
explicarse en términos de una 
ulterior conversión de alguna 
prostaglandina en un producto 
inactivo, ya que la PGE2 o PGF2a 

incubadas con fracción microso-
mal de aorta no perdían su 
actividad biológica. El producto 
formado, al que denominamos 
prostaglandina X (PGX), parecía 
tener cierta actividad vascular, 
puesto que relajaba tiras de 
arteria celíaca y mesentérica de 

conejo. Por esa época, habíamos 
descubierto que estos dos tejidos 
respondían a endoperóxidos de 
manera bifásica, esto es, con una 
contracción seguida de una 
relajación de larga duración 
(26). 



 

FIG. 6.—Efecto de microsomas aórticos (AM), sobre PGG,. PGG3 (0.5 ug) fue incubada 
con AM (1 mg) en 0.5 mi de Tris buffer a 22° C y la actividad de alícuotas de 
100 p.1 fue explorada, a 0, 5, 10 y 20 min. a) Representa tiras de aorta de conejo; 
b) Representa colon de rata. En presencia de AM la actividad contráctil de PGG2 en 
tiras de aorta de conejo desaparece en 0.5 minutos, sin que se detecte la formación 
de PGE o PGF, aun cuando la incubación se haga durante 20 min. Microsomas (200 
ug) hervidos e incubados con PGG2 (100 ng) en Tris-buffer a 22° C durante 1 min.. 
no afectan ia actividad de PGG2 en aorta de conejo. El efecto selectivo de PGF2o es 
también   mostrado   en   el   colon   de   rata.   Figura   tomada   de  la   referencia   27. 

Durante las semanas siguientes 
elaboramos varias hipótesis 
sobre la naturaleza de esta 
substancia, incluyendo la 
posibilidad de que se tratara del 
ácido 12-hidroxi-
5,8,10heptadecatrienoico 
(HHT), un producto inactivo de 
la degradación de 
endoperóxidos que genera 
malondialdehido al 
descomponerse. Esta, como 
todas las otras hipótesis 
resultaron incorrectas. Sin 
embargo, en diciembre de 1975 
hicimos un descubrimiento 
importante al encontrar que 
PGX era un inhibidor muy 
potente de la agregación 
plaquetaria (27, fig. 7). 

 

FIG. 7.—Comparación de la potencia anti-agregante de PGX y PGE;: La figura muestra 
los cambios en la transmisión de luz a través de plasma humano rico en plaquetas en 
un agregómetro. La PGX fue obtenida por incubación de 100 ng de PGH} con 500 (Jg 
de microsomas aórticos en 100 ul de Tris-buffer durante 2 min a 22° Cy después 
conservados en hielo. PGX (1-4 ng) y PGE (50 ng) cada una en 10 ul, se añadieron a 
plasma humano rico en plaquetas 1 min, antes de ácido araquidónico (AA. 1 mM), 
En el experimento se muestra que PGX fue al menos 25 veces más potente que PGE,, 
como anti-agregante. Figura tomada de la referencia 27. 

 



Stuart Bunting y yo ensayamos 
PGX en la agregación de 
plaquetas con una hipótesis 
simple; habíamos estado 
buscando TXA2, que es un 
vasoconstrictor e inductor de la 
agregación plaquetaria. En esa 
búsqueda nos habíamos 
tropezado con una substancia 
vasodilatadora. Podría este 
compuesto -pensé-, ademas, 
inhibir la agregación plaquetaria 
y poseer, así propiedades 
biológicas opuestas a las del 
TXA2 ? Efectivamente así fue! 

La identificación de la estructura 
de la PGX fue otra fascinante 
historia de detectives. En un 
Congreso en Vale, Colorado, a 
principios de 1976, asistimos a 
una charla de Cecil Pace-Asciak 
en la que éste describía la 
formación de un compuesto a 
partir de ácido araquidónico o 
de endoperóxidos de PG, la 6-
ceto-PGF1 en estómago de rata 
(28). El desconocía por 
completo la actividad biológica 
de esta vía. Al concluir la charla, 
John Vane y yo nos preguntamos 
si en la formación de este 
compuesto existirían 
intermediarios biológicamente 
activos, ya que la 6-ceto-PGF,a 
parecía ser un producto final, 
desposeído de actividad 
biológica. 

Llamamos por teléfono a 
Inglaterra y pedimos a Richard 
Gryglewski que incubara 
microsomas de estómago con 
endoperóxidos con el fin de 
demostrar si se generaba alguna 
actividad antiplaquetaria, como 
sucede cuando se utiliza la 
fracción microsomal de vasos 
sanguíneos. Pocos días después 
teníamos la respuesta: el 
experimento había funcionado y 
sabíamos entonces que la PGX 
era casi con seguridad un 
producto intermediario de la 
transformación de 
endoperóxidos en 6-ceto-PGFla 
La dilucidación de su estructura 
se llevó a cabo mediante una 
colaboración entre biólogos de 
Wellcome y un grupo de 
químicos de la compañía 
Upjohn de Kalamazoo 
(EE.UU.). La estructura de la 
PGX y su nuevo nombre, 
prostaciclina, fueron hechos 
públicos en un congreso que 
tuvo lugar en Santa Mónica, 
California, el 3 de diciembre de 
1976(29). 

Posteriormente, se demostró que 
tejidos de todas las especies, 
incluido el hombre, generaban 
prostaciclina. Esta posee un 
efecto dilatador en la mayoría de 
los lechos vasculares, incluida la 
circulación coronaria, y produce 
hipotensión. La prostaciclina 
inhibe la agregación plaquetaria 

mediante un aumento de las 
concentraciones 
intraplaquetarias de AMP 
cíclico. El hecho de que la 
prostacicüna inhiba la 
agregación plaquetaria a 
concentraciones mucho más 
bajas que las requeridas para 
inhibir la adhesión, hace pensar 
que esta substancia permite que 
las plaquetas se adhieran al 
tejido vascular con el cual 
interaccionan realizando así su 
papel de reparación vascular, a 
la vez de prevenir o limitar la 
formación de trombos (para 
revisión véase 13). 

De esta manera los 
endoperóxidos son 
metabolizados en las plaquetas 
al agente pro-agregante y 
vasoconstrictor TXA2 pero en la 
pared vascular son convertidos 
al factor vasodilatador, 
antiplaquetario, prostaciclina 
(fig. 8). Esto acoplado al 
descubrimiento posterior que 
enfermedades o condiciones 
médicas que favorecen el 
desarrollo de trombosis están 
asociadas a un aumento de 
TXA^ y a una reducción de 
prostaciclina, ha llevado a 
nuevas ideas para el control de 
las condiciones trombóticas 
(para revisión ver 29). 



 

FlG. 8.—Metabolismo del ácido araquidónico por la vía ciclo-oxigenasa. 

La aspirina inhibe a la ciclo-
oxigenasa de plaquetas en dosis 
mucho más bajas que las 
necesarias para producir un 
efecto analgésico y anti-
inflamatorio (30). Este efecto de 
la aspirina en las plaquetas es de 
larga duración, debido a que la 
aspirina, y no los fármacos 
relacionados, es capaz de 
aceíilar el grupo hidroxilo de la 
única serina, en posición 530, de 
la cadena polipeptídica de la 
ciclo-oxigenasa, ocasionando su 
inhibición irreversible (31,32). 
Las plaquetas son incapaces de 
sintetizar proteínas (33) y no 
pueden reemplazar la ciclo-
oxigenasa, por lo tanto la 
inhibición sólo puede ser 
superada cuando nuevas 
plaquetas entran en la 
circulación, a partir de 
megacariocitos cuya ciclo-
oxigenasa no ha sido inhibida. 

Por otra parte, experimentos 
realizados in vitro demostraron 
que la ciclo-oxigenasa de la 
pared vascular es menos sen-
sible que la de las plaquetas a la 
acción inhibidora de la aspirina 
(34). Por otra parte, estudios en 
animales mostraron que dosis 
bajas de aspirina reducen la 
formación de TXA2, en forma 
más importante que la de 
prostaciclina (35). En esa época 
nosotros demostramos que una 
dosis única y baja de aspirina 
(0.3 g) producía un aumento del 
tiempo de sangría en el hombre, 
mientras que dosis altas (3.9 g) 
carecían de efecto (36). Además 
la aspirina administrada 
oralmente sufre una hidrólisis 
pre-sistémica, por lo tanto, las 
plaquetas que pasan por el 
intestino están expuestas a una 
mayor concentración de aspirina 
que en la circulación periférica 

(37). Por consiguiente, la 
aspirina posee cualidades únicas 
de acción prolongada en muy 
pequeñas cantidades que no 
poseen otras drogas anti-
inflamatorias de origen no-
esteroide. Estos datos 
promovieron la búsqueda de una 
dosis de aspirina capaz de 
inhibir la formación de TXA2 en 
el hombre, sin afectar la 
producción de prostaciclina, 
para lo cual se utilizaron dosis 
pequeñas, administradas 
diariamente, o bien dosis altas a 
intervalos semanales, solas o en 
combinación con otros agentes 
antitrombóticos (38). Análisis 
recientes demuestran que el 
tratamiento a largo plazo con 
una dosis baja de aspirina (75 a 
325 mg) tiene claros efectos 
beneficiosos para pacientes con 
aterosclerosis establecida (39, 
40). 

 



La prostaciclina y sus derivados 
estables (tales como carbaciclina 
o ilosprost) pueden ser 
beneficiosos en un gran número 
de enfermedades circulatorias, 
debido a sus propiedades 
vasodilatadoras y 
antiagregantes, como también 
por sus acciones citoprotectoras 
y antiproliferativas. La 
prostaciclina también protege la 
cuenta plaquetaria cuando se 
utiliza en sistemas de 
circulación extracorpórea en 
animales o en el hombre. Se ha 
empleado en hemodiálisis, 
circunvalación cardiopulmonar y 
hemoperfusión con carbón 
activado (41). Tanto la 
prostaciclina como el ilosprost 
han demostrado efectos 
beneficiosos en pacientes con 
enfermedad vascular periférica, 
con mejoras significativas en lo 
que se refiere a alivio del dolor, 
curación de úlceras y tasa de 
amputación (42). Se ha 
reportado efectos similares en el 
tratamiento de úlceras y flujo 
vascular periférico en sujetos 
con síndrome de Raynaud, 
donde los efectos beneficiosos 
persisten largo tiempo tras el 
término de la infusión. Esto 
último ha sido atribuido a un 
efecto citoprotector cuya 
naturaleza continúa sin ser 
esclarecida (43). 

Es posible que la prostaciclina 
pueda ser útil en el tratamiento 
del accidente cerebrovascular. 
Se necesita, sin embargo, un 
mayor número de ensayos 

clínicos para establecer 
definitivamente su eficacia (44). 
Es posible que los futuros 
análogos de la prostaciclina con 
actividad selectiva 
antiplaquetaria, puedan ser 
eficaces en el tratamiento de la 
enfermedad coronaria inestable, 
ya sean solos o en combinación 
con otras terapias (45). Los datos 
clínicos son limitados en lo que 
concierne a los efectos 
beneficiosos de la prostaciclina o 
sus análogos en la 
hemodinámica de pacientes con 
insuficiencia cardíaca congestiva 
(46). 

En los últimos años, la 
prostaciclina se ha convertido en 
la prostaglandina más empleada 
como vasodilatador pulmonar 
(47). Uno de los principales usos 
es el mantenimiento de la luz del 
ductus en los casos de 
circulación sistémica o 
pulmonar dependientes de esta 
estructura. La prostaciclina 
causa respuestas hemodinámicas 
y sintomáticas positivas en 
pacientes con hipertensión 
pulmonar primaria severa y con 
síndrome de dístrés respiratorio. 
Asimismo, prolonga el tiempo 
de supervivencia de aquellos 
pacientes co hipertensión 
pulmonar en espera de un 
trasplante cardiopulmonar. 
Aunque la prostaciclina no es un 
vasodilatador selectivo de los 
vasos pulmonares, tiene la 
ventaja de poseer pocos efectos 
colaterales (véase 47) 

DEL FACTOR RELAJANTE DE 
ORIGEN ENDOTELIAL 
(EDRF) AL OXIDO NÍTRICO: 
EL SISTEMA VASCULAR 

En 1980, mientras le dábamos 
los toques finales a nuestro 
descubrimiento de la 
prostaciclina, Furchgott y 
Zawadzki publicaron un artículo 
en el que demostraban que el 
endotelio vascular era necesario 
para la acción vasorelajante de 
ciertos vasodilatadores (48, fig. 
9). Ellos denominaron a este 
fenómeno relajación vascular 
dependiente del endotelio, y 
además demostraron que dicha 
relajación dependía de la 
liberación de una substancia 
inestable, conocida 
posteriormente como factor 
relajante derivado del endotelio 
(endothelium-derived relaxing 
factor EDRF). La existencia de 
este fenómeno fue confirmada 
posteriormente por diversos 
grupos, esclareciéndose algunos 
de los aspectos de la acción de 
este misterioso compuesto 
(véase 49-52) Se encontró que el 
EDRF produce relajación 
vascular por activación de la 
enzima soluble guanilato ciclasa 
en las células del músculo liso 
vascular (53). Dos compuestos 
que inhiben dicha enzima, azul 
de metileno y hemoglobina, 
también inhiben los efectos del 
EDRF (54), el que mostraba una 
extraordinaria inestabilidad, con 
una vida media de 3-5 segundos 
(55, 56). 



 

NA   = noradrenaline 
W     -  washout 
Dotes ACh Expresssd as log of cumulative molar concentrations. 

Furchgott et al (1981).  In 'Vasodilation', p 49-66, Raven Press. New York. 

FIG. 9.—Pérdida de la respuesta relajante a ia acetilcolina (ACh), en anillos aórticos 
de conejo desprovistos de endotelio. Los registros se hicieron en el mismo cilindro 
aórtico antes y 30 min. después de eliminar eí endotelio. El tejido fue precontraído 
con noradarenalina (NA). W = lavado. Las concentraciones están expresadas como 
logaritmo de la concentración molar. Figura tomada de la referencia 48. 

En la década del 70 habíamos 
adquirido gran experiencia en 
las técnicas de bioensayo de 
substancias inestables, como la 
prostaciclina y el TXA2  Fue 
esta experiencia la que nos 
permitió trabajar con rapidez 
una vez que decidimos 
incorporarnos a este campo de 
investigación en el verano de 
1985. Para la realización de este 
proyecto formé equipo con 

Richard Gryglewski, que nos 
visitaba con motivo de su año 
sabático y con Richard Palmer. 

Decidimos desarrollar un 
bioensayo que fuera capaz de 
generar cantidades considerables 
de EDRF con el fin de poder 
llevar a cabo estudios 
farmacológicos detallados y, con 
suerte, esclarecer su estructura. 
En vez de utilizar anillos 
vasculares en baño de órganos, 

como hacían otros 
investigadores, nosotros 
recurrimos una vez más al 
bioensayo en cascada como 
sistema detector, empleando 
células endoteliales cultivadas 
sobre microtransportadores 
como sistema generador (fig. 
10). Los experimentos iniciales, 
confirmaron la posibilidad de 
llevar a cabo un bioensayo 
simultáneo de prostaciclina y 

 
FIG. 10.—Representación esquemática de la cascada de bioensayo y de la columna con 
las células endoteliales. Los tejidos utilizados fueron tiras espirales de arteria coronaria 
bovina, celíaca o mesentérica de conejo, y aorta torácica de conejo. El retraso entre 
cada tejido en la cascada fue de 3 segundos. Figura tomada de la referencia 57. 

 



EDRF (57). Con posterioridad 
adoptamos una cascada 
consistente en tres tiras de aorta 
de conejo desprovistas de 
endotelio, ya que éste es un 
tejido carente de respuesta a la 
prostaciclina, pero se relaja muy 
eficientemente con EDRF. Estos 
estudios demostraron que el 
EDRF se generaba en gran 
cantidad dependiendo del 
número de células endoteliales 
en los microtransportadores. 
Además, constatamos que al 
menos parte de la inestabilidad 
del EDRF en la cascada se debía 
a su interacción con aniones 
superóxido (Oj-), ya que el 
tratamiento con superóxido 
dismutasa (SOD) incrementaba 
su vida media (58). 

Estaban ya descritos compuestos 
capaces de inhibir el EDRF; 
éstos incluían antioxidantes y 
reactivos con grupos sulfidrilo, 
asi como inhibidores de 
fosfolipasa, lipo-oxigenasa de 
ácido araquidónico y de enzimas 
dependientes del citocromo P-
450. La acción de cada no de los 
compuestos había dado origen a 
una hipótesis diferente sobre la 
naturaleza del EDRF (55, 59-
61). Yo estaba incómodo al 
observar inhibidores con 
estructuras y con mecanismos de 
acción tan diversos. Esto me 
hizo pensar que debía existir un 
mecanismo de acción común 
para todos ellos; sin embargo, 
dicho mecanismo no resultaba 
de modo alguno obvio. 
Investigamos las acciones que 
éstos ejercían sobre la liberación 
de EDRF por las células 
endoteliales, y encontramos que 
las curvas de inhibición 
resultaban erráticas. Pensé que 
ésto podría deberse a una 
interferencia del O2 y sugerí que 
determinásemos las curvas de 
inhibición en presencia de SOD. 
Para nuestra sorpresa, en estas 
condiciones todos los 

inhibidores perdieron su 
actividad. El misterio estaba 
resuelto: el mecanismo común 
de acción de estos compuestos 
está basado en sus propiedades 
redox, por las que son capaces 
de generar O2, que a su vez 
destruye el EDRF (62). Con el 
fin de apoyar nuestra hipótesis, 
probamos otra substancia capaz 
de interactuar con O2\ como es 
el citocromo c, el cual se 
comportó como la SOD. 
Además, decidimos investigar si 
un generador de O" aún no 
conocido previamente como 
inhibidor de EDRF, podría 
actuar como tal. Este compuesto 
-el pirogalol- se comportó como 
habíamos predicho y sus 
acciones fueron antagonizadas 
no sólo por SOD sino también 
por citocromo c (62). Estos 
resultados representaron un 
avance importante en la 
comprensión de las propiedades 
del EDRF,pues clarificaron no 
sólo el mecanismo por el cual 
estos compuestos actúan como 
inhibidores de la acción de esta 
substancia, sino también sus 
diferencias con la hemoglobina, 
que se comporta como inhibidor 
atrapando EDRF directamente 
(63). 

Estos fueron los resultados que 
presenté en una reunión sobre 
Mecanismos de Vasodilatación 
que tuvo lugar en Rochester, 
Minnesota, en 1986. Allí tuve la 
oportunidad de escuchar la 
nueva hipótesis presentada por 
Bob Furchgot e 
independientemente por Lou 
Ignarro, proponiendo que EDRF 
podría ser el óxido nítrico (NO) 
o una molécula relacionada (64, 
65). Para muchos de los 
presentes, esto sonaba como una 
herejía, pero yo pensé que se 
trataba de una posibilidad muy 
atractiva que merecía ser 
investigada. 

Decidimos investigar si el 
EDRF era realmente NO y, si 
éste era el caso, averiguar si el 
NO satisfacía los criterios 
establecidos en los años 30 por 
Henry Dale para la 
identificación de un mediador 
biológico. Decidimos abordar el 
problema de dos maneras: 
primero estudiando la 
farmacología comparativa del 
auténtico gas NO y el EDRF y, 
en segundo lugar, intentando 
desarrollar una forma de medir 
la liberación de NO por las 
células endoteliales vasculares. 
En vez de emplear nitrito 
acidificado (NO,") que da origen 
a la formación de NO de manera 
impredecible y difícil de 
cuantificar, Richard Palmer y yo 
decidimos emplear NO gas, 
obtenido comercialmente. Para 
ello se requería desarrollar un 
modo de diluir NO en agua 
deoxigenada para evitar la 
formación de NO2". 

Tras los primeros experimentos 
con el bioensayo en cascada, mi 
experiencia con esta técnica me 
convenció de que el EDRF y el 
NO eran la misma substancia 
(fig. 11). A continuación, con la 
ayuda del Departamento de 
Ciencias Físicas de Wellcome, 
desarrollamos una técnica de 
quimioluminiscencia que nos 
permitió la medición del NO 
liberado por las células 
endoteliales en cultivo. Los 
resultados combinados de la 
farmacología comparativa y la 
medición directa del NO 
liberado por estas células, 
demostraron que el NO es 
responsable de la actividad 
biológica del EDRF (66). 

El origen bioquímico del NO 
continuaba siendo un misterio. 
Intentamos estimular a las 
células endoteliales para generar 
NO a partir de diferentes 



posibles precursores, que 
incluían nitrito (NO2-), nitrato 
(NO^, amoníaco y varios 
aminoácidos, pero todos 
nuestros esfuerzos resultaron en 
vano. Por casualidad, sin 
embargo, nos encontramos con 

artículos de John Hibbs y de 
Michael Marletta y sus colegas 
en los que describían en 
macrófagos activados la 
formación de NO2  - y NO3 - a 
partir de L-arginina (67, 68). 
Ello nos instó a intentar, sin 

éxito, "alimentar" las células 
endoteliales con L-arginina para 
que produjeran NO. Unas 
semanas más tarde, mientras 
considerábamos nuestro fracaso, 
advertimos que era posible que 
la L-arginina presente en el 
medio de cultivo estuviera 
"inundando" el 

 

FIG. 11.—Relajación de la aorta de conejo inducida por el factor relajante derivado 
de endotelio (EDRF) y óxido nítrico (NO). Una columna empaquetada con células 
endoteliales cultivadas en microtransportadores (véase figura 10) fue perfundida con 
Krebs-buffer (5 ml/min.)- El efluente se utilizó para superfundir tres tiras aórticas de 
conejo (RbA) desprovistas de endotelio, en una cascada. Los tejidos fueron contraí-
dos en forma submáxima, mediante una infusión continua de 9-ll-dideoxi-9a, lia me-
tano epoxi-prostaglandina F (U46619; 30 nM) y se colocaron separados de las célu-
las por 1, 4 y 7 segundos de retraso respectivamente. La sensibilidad del bioensayo 
fue estandarizada por la administración de trinitroglicerina (GTN; 50 nM) sobre los 
tejidos (O.T.). EDRF fue liberado de las células mediante la infusión de bradiquinina 
(Bk, 20 nM) durante 1 min. a través de la columna (T.C). NO (0.22 nmol) fue di-
suelto en agua deoxigenada con helio y administrado como infusión durante 1 min. 
Figura tomada de la referencia 66. 



sistema. Por lo tanto, decidimos 
cultivar a las células en un 
medio libre de L-arginina 
durante 24 horas antes de la 
realización del experimento. 
Ello nos permitió desentrañar el 
problema puesto que, en estas 
condiciones, era posible 
aumentar la formación de NO 

por las células, 
proporcionándoles L-argínina. 
Estos experimentos, junto con 
otros más sofisticados en los que 
utilizamos L-arginina marcada y 
espectrometría de masa, 
mostraron que el NO se sintetiza 
a partir de los átomos de 
nitrógeno guanidino presente en 

la L-arginina (69), y que la 
citrulina es otro producto de esta 
reacción (fig. 12). La enzima 
responsable de esta conversión 
fue denominada NO sintasa, y 
caracterizada parcialmente por 
nuestro grupo, encontrándosela 
ser constitutiva, dependiente de 
NADPHydeCa2+(70). 

  

FIG. 12.—Síntesis de óxido nítrico (NO) a partir de L-arginina. Nw-hidroxy-L-arginina 
es un producto intermedio inestable, L-citrulina se forma como coproducto. La reac-
ción requiere NADPH y oxígeno molecular y es inhibida por N° monometil-L-arginina 
(L-NMMA). El NO, una vez formado, difunde desde la célula generadora para actuar 
en una célula receptora de la vecindad. 

Otro hallazgo adicional de 
trascendencia fue la evaluación 
de NG-monometil-L-arginina (L-
NMMA) como inhibidor de la 
síntesis de NO. Este análogo de 
la L-arginina había sido 
empleado previamente por John 
Hibbs y sus colaboradores para 
inhibir la conversión de L-
arginina a NO2" y NO3" en 

macrófagos activados (68). En 
nuestros ensayos demostró ser 
un inhibidor eficaz y selectivo, 
tanto de la generación de NO 
por las células endoteliales en 
cultivo, como de la relajación 
dependiente de endotelio en 
anillos de aorta de conejo (64). 
Aún más, producía una 
contracción en el anillo vascular, 

que era endotelio-dependiente y 
proporcional a la concentración, 
indicando que no sólo inhibía la 
producción basal de NO sino 
que este NO era responsable del 
mantenimiento de un tono 
vasodilatador en el tejido (71). 
Además, observamos que la L-
arginina revertía, en una forma 
dosis-dependiente, el efecto del 
inhibidor (fig. 13) 

  



 

FIG. 13.—Reversión por L-arginina (L-Arg) del efecto inhibidor de N0 monometil-L-
arginina (L-NMMA) sobre la relajación inducida por acetilcolina (ACh) en cilindros 
aórticos desprovistos de endotelio. Cada punto es la media de tres experimentos. Fi-

gura tomada en la referencia 71. 

A partir de esta información 
decidimos estudiar si L-NMMA 
era capaz de inducir 
vasoconstricción en un órgano 
perfundido. Haciendo uso de 
corazones aislados y perfundidos 
demostramos que L-NMMA 
causaba un incremento de la 
presión de perfusión coronaria 
dependiendo de la 
concentración, y que era capaz 
de inhibir las acciones 
vasodilatadoras de la 
acetilcolina. Estos efectos 
también se atenuaban con L-
arginina (72, 73). En suma, la 
formación de NO a partir de L-
arginina en la circulación 
coronaria desempeñaba un papel, 
al menos en el corazón aislado 
perfundido, como regulador del 
tono vascular y como mediador 
de la vasodilatación inducida por 
acetilcolina. 

El hallazgo principal de esta 
serie de experimentos fue 
realizado unos meses más tarde 
cuando estudiamos el efecto de 
L-NMMA en la presión arterial 
de conejos anestesiados. En este 
modelo constatamos que la 
inhibición de la síntesis de NO 
conduce a una respuesta 
hipertensiva prolongada que, 
interesantemente, se revertía al 
inyectar L-arginina por vía 
intravenosa (fig. 14, 74). Puesto 
que L-NMMA no posee 
actividad vasoconstrictora 
directa, ello sugería que, en el 
sistema vascular, existe un tono 
vasodilatador que es 
dependiente de NO. 
Posteriormente demostramos 
que L-NMMA causa 
vasoconstricción marcada en 
todos los lechos vasculares 
examinados, incluyendo el 
antebrazo humano (75); además, 

que este compuesto es activo 
cuando se administra por vía 
oral (76), e induce en los 
animales una hipertensión 
significativa durante el tiempo 
que es ingerido (77). Todos 
estos resultados han sido 
confirmados por muchos 
laboratorios alrededor del 
mundo y constituyen la base de 
nuestra propuesta que, en el 
sistema vascular, hay un tono 
fisiológico vasodilatador 
dependiente del NO sobre el 
cual actúan influencias 
vasoconstrictoras (78). 

El descubrimiento de este tono 
vasodilatador dependiente de 
NO también desentrañó la 
existencia de un sistema 
nitrovasodilatador endógeno 
cuyas acciones son imitadas por 
compuestos tales como el 
trinitrato de glicerina y el 

 



nitroprusiato sódico, substancias 
conocidas hace mucho por su 
eficacia clínica (78) y que 
actúan como resultado de su 
conversión en NO (79). La 
reacción del NO con el átomo de 
Fe 2+exponente presente en el 

grupo prostético hemo de la 
guanilato-ciclasa soluble, 
produce un incremento de más 
de 50 veces en la velocidad de 
síntesis de GMP cíclico, lo que 
origina la relajación vascular 
(80). 

Además de sus propiedades 
vasodilatadoras, el NO inhibe la 
agregación plaquetaria a través 
de un mecanismo dependiente 
de GMP cíclico. Además tiene 
una acción sinérgica con la 
acción antiagregante de la 

  

From Rees, Palmer and Moneada, Proa Nati. Acad. Sci7. USA. 1989.86, 
3375-3378. 

FIG. 14.—A) Efecto de N° monometil-L-arginina (L-NMMA; 100 mg/kg i.v.) sobre la 
presión sanguínea (BP) y la frecuencia cardiaca (H.R.). El trazo mostrado es repre-
sentativo de tres experimentos en los cuales la duración del efecto de L-NMMA, duró 
entre 60 y 90 min. B) Reversión del efecto de L-NMMA (100 mg/kg í.v.) sobre BP y 
H.R. por L-arginina (300 mg/kg i.v.). Figura tomada de la referencia 74. 

 

prostaciclina que actúa 
incrementando la concentración 
de AMP cíclico. A diferencia de 
ésta, el NO es también un 
potente inhibidor de la adhesión 
plaquetaria. Aún más, las 
plaquetas son capaces de 
sintetizar NO, y la vía L-
arginina: NO constituye un 

mecanismo de retroalimentación 
negativo que regula la 
activación plaquetaria (81). Por 
tanto, es probable que in vivo la 
agregación plaquetaria esté 
regulada por el NO 
intraplaquetario, como también 
por el NO y la prostaciclina que 
el endotelio vascular libera. 

El NO puede a la vez estar 
implicado en la regulación de la 
interacción entre leucocitos y la 
pared vascular, ya que inhibe la 
activación leucocitaria in vitro 
(82) e in vivo (83). Además, se 
ha demostrado que el NO 
modula la proliferación de las 
células del músculo liso (84). 

 



Por lo tanto, es posible que el NO 
participe en el control 
homeostático general del sistema 
vascular y que alteraciones en su 
liberación o en sus acciones 
puedan contribuir a situaciones 
patológicas tales como 
hipertensión, vasoespasmo y 
aterosclerosis 

Un gran número de 
enfermedades cardiovasculares 
han sido asociadas a una 
alteración en la producción 
vascular de NO. Se ha observado 
una disminución de la relajación 
dependiente del endotelio en 
anillos de arterias 
ateroscleróticas humanas (85), lo 
que se acompaña por un 
incremento en la respuesta a 
substancias vasoconstrictoras. 
Aún más, se ha encontrado que 
la vasodilatación inducida por 
flujo sanguíneo y por acetilcolina 
está disminuida en la circulación 
coronaria de pacientes con 
aterosclerosis (86). La dilatación 
mediada por flujo está también 
disminuida en fumadores, en 
niños con hipercolesterolemia 
familiar y en pacientes con 
enfermedad coronaria (87). Un 
hallazgo de interés, es que la 
administración intravenosa de L-
arginina normaliza no sólo la 
disfunción vascular en humanos 
(88, 89) y animales (90) 
hipercolesterolémicos, sino que, 
además, es capaz de disminuir el 
grosor de las lesiones 
ateroscleróticas (90). 

La actividad relajante 
dependiente del endotelio parece 
también estar disminuida en 
pacientes con hipertensión 
esencial (91). En efecto, la 
respuesta del flujo sanguíneo del 
antebrazo a L-NMMA, pero no 
a noradrenalina, está disminuida 
en pacientes con hipertensión 

esencial, lo que hace pensar que 
un déficit en la síntesis de NO 
podría contribuir a la génesis de 
esta patología (92). Por otra 
parte, el tratamiento con h~ 
arginina previene el desarrollo de 
hipertensión en animales 
propensos a esta enfermedad 
(93) y también causa una rápida 
reducción de la presión sistólica 
y diastólica cuando se infunde en 
voluntarios sanos y en pacientes 
con hipertensión esencial (94, 
95). E6n otros experimentos se 
ha observado que los vasos 
sanguíneos de animales 
diabéticos demuestran una 
disminución de la relajación 
dependiente de endotelio, en 
forma similar a aquellos 
pacientes sometidos a trasplante 
de corazón-pulmón por 
enfermedad pulmonar crónica 
terminal (véase 96). 

Estudios recientes sugieren 
aplicaciones clínicas del NO en 
algunas alteraciones pulmonares, 
ya que la inhalación de NO 
gaseoso en animales (97, 98) y 
humanos (99) puede revertir la 
vasoconstricción pulmonar 
debida a hipoxia o a hipertensión 
pulmonar. Se ha encontrado, 
además, que la inhalación de 
bajas concentraciones de NO (5-
40 ppm) protege contra el 
síndrome de distrés respiratorio 
del adulto (ADRS) (100, 101). 
Aún más, la administración 
prolongada de NO (7 días) 
resulta en una mejoría sostenida 
de la función pulmonar. El NO 
inhalado dilata de manera 
selectiva los vasos de las 
regiones pulmonares ventiladas, 
produciendo una mejoría del 
cociente ventilación: perfusión, 
con la ventaja de estar 
desprovisto de efectos 
hemodinámicos sistémicos 
(100). En este contexto, es 
interesante señalar que el aire 

exhalado por animales y 
humanos contiene NO endógeno 
en concentraciones entre 5 y 20 
ppb (102). 

OXIDO NÍTRICO Y SISTEMA 
NERVIOSO 

Un avance de gran trascendencia 
en el conocimiento de la acción 
biológica del NO surgió a raíz 
de nuestro descubrimiento de la 
generación de NO a partir de L-
arginina en el cerebro. Este 
hallazgo ocurrió como 
consecuencia de haber 
encontrado dos obsesrvaciones 
en la literatura, realizadas hacía 
ya 10 años, que adquirían nueva 
relevancia a la luz de nuestros 
hallazgos en el endotelio. 
Deguchi y sus colaboradores 
habían descrito en 
homogeneizados de cerebro una 
substancia de bajo peso molecu-
lar capaz de estimular la 
guanilato ciclasa soluble (103), 
que identificaron posteriormente 
como L-arginina (104). Además, 
Miki y sus colegas habían 
encontrado que la guanilato 
ciclasa soluble del cerebro podía 
ser estimulada con NO gaseoso 
(105). Nuestros experimentos 
empleando sinaptosomas de 
cerebro de rata, pusieron de 
manifiesto la formación de NO y 
citrulina acompañada de un 
incremento del GMP cíclico, 
siendo ambos dependientes de 
Ca2+ (fig. 15) e inhibidos por L-
NMMA(106). 

La publicación de este artículo 
fue precedida unos meses antes 
por la descripción de John 
Garthwaite y su grupo de la 
liberación de una substancia con 
propiedades de EDRF a partir de 
células de cerebelo 



 

Fie 15.—Dependencia de calcio (CaJ*) para la síntesis de NO y citrulina a partir de L-
arginina en citosol sinaptosómico de rata. La velocidad de síntesis de NO a partir de 
100 |lM de L-arginina, a diferentes concentraciones de calcio libre. La formación de 
NO fue determinada por la estimulación de guanilato-ciclasa (A) o por la velocidad 
de síntesis de 3H-citrulina a partir de 0.2 (iM de L-3H-arginina (B). La actividad de 
guanilato-ciclasa es expresada como porcentaje de aquella producida por 10 uM de 
S-nitroso-N-acetil penicilamina a cada concentración de Ca:- libre. Figura 
tomada de la referencia 106. 

de rata cuando éstas eran 
estimuladas con N-metil-D-
aspartato (NMDA), agonista 
para un subtipo de receptor de 
glutamato (107). Posteriormente 
se demostró que el incremento 
de los niveles de GMP cíclico 
que resultan de la estimulación 
del receptor de NMDA, son 
potenciados por L-arginina y 
antagonizados por L-NMMA y 
otros inhibidores de la NO 
sintasa. De este modo, se ponía 
en evidencia que, efectivamente, 
el NO es el mecanismo de 
transducción de la activación 

inducida por la estimulación del 
receptor de glutamato (véase 50, 
108). Todo esto nos condujo a 
formular la hipótesis de que la 
generación de NO a partir de L-
arginina es un mecanismos 
general para la estimulación de 
la guanilato ciclasa soluble (50). 

Desde entonces, este campo 
de investigación ha florecido. Se 
ha detectado la actividad de la 
NO sintasa, en cantidades 
variables, en todas las áreas del 
cerebro examinadas, hallándose 
la actividad máxima en cerebelo 
y bulbo olfatorio (véase 109, 

110). Utilizando anticuerpos 
específicos anti-NO sintasa de 
cerebro de rata, se ha estudiado 
la distribución de esta enzima en 
diversos tejidos animales 
mediante técnicas 
inmunohistoquímicas, 
poniéndose de manifiesto que 
dicha actividad está 
ampliamente distribuida (111). 
Así, se ha demostrado que en 
cerebro humano, la NO sintasa 
se halla presente en corteza 
cerebral, hipocampo, 
hipotálamo, cerebelo, bulbo 
raquídeo y médula espinal, 
localizándose principalmente en 

 



neuronas (112). Más 
recientemente, hemos realizado 
un estudio sistemático de 
inmunohistoquímica en el 
cerebro de la rata que demuestra 
en detalle la distribución muy 
amplia de la NO sintasa(113). 

Progresivamente se ha 
acumulado evidencia que 
sugiere que el NO juega un 
papel en la formación de 
memoria (114-117). Datos 
obtenidos in vitro indican que, 
tras estimulación específica del 
receptor de glutamato, el NO es 
liberado de una fuente 
postsináptica para actuar 
presinápticamente en una o 
probablemente más neuronas. 
Ello conduce a un aumento de la 
liberación de glutamato y, como 
resultado, a una elevación 
estable de la transmisión 
sináptica, fenómeno conocido 
como potenciación a largo 
plazo, que se cree implicado en 
la formación de memoria (118). 
Experimentos realizados con 
animales parecen apoyar la idea 
de que el NO desempeña un 
papel en la memoria puesto que 
han demostrado que la 
inhibición de la síntesis de NO 
in vitw altera el aprendizaje 
(U9). 

Es posible que el NO tenga un 
papel fisiológico en la 
regulación de la circulación 
cerebral (120,121). 
Efectivamente el NO puede ser 
el factor, por tanto tiempo 
buscado, que conecta la 
actividad neurona! con aumentos 
locales en el flujo sanguíneo 
(122). Otras funciones en las 
que se ha propuesto un papel 
para el NO generado en el 
sistema nervioso central 
incluyen el comportamiento 
alimentario (123), la 
hiperalgesia (124) y la 
tolerancia a la morfina (125). 

La liberación excesiva de 
aminoácidos excitatorios tales 
como el glutamato está asociada 
a la aparición de convulsiones y 
algunas formas de 
neurotoxicidad. El nexo entre la 
estimulación del receptor, por 
estos aminoácidos y la 
activación de la NO sintasa llevó 
a sugerir que la producción 
excesiva de NO podría estar 
implicada en condiciones tales 
como la epilepsia y la isquemia 
cerebral (50). La evidencia que 
apoya esta hipótesis a partir de 
modelos de epilepsia e infarto 
cerebral se ha obtenido tanto in 
vitro como ¿nvivo (126-128). 
En algunos modelos in vivo, sin 
embargo, los inhibidores de la 
NO sintasa aumentan el daño 
(129). Estos resultados 
aparentemente contradictorios 
quizá puedan atribuirse a que los 
inhibidores disponibles son 
incapaces de reducir la 
liberación neuronal de NO sin 
afectar otros mecanismos 
dependientes de esta molécula, 
tales como el flujo sanguíneo y 
la agregación plaquetaria. Un 
hallazgo interesante es que el 
NO contribuye a la 
neurotoxicidad inducida por 
virus en células corticales 
cultivadas (130) einvivo (131). 

La actividad enzimática NO 
sintasa copurifica a 
homogeneidad con la actividad 
NADPH diaforasa (132), una 
enzima que se halla presente en 
aproximadamente el 2 por 100 
del total de las neuronas de la 
corteza cerebral. Esta 
localización se corresponde en 
el cerebro como también en el 
sistema el nervioso periférico 
(133). Se sabe que las neuronas 
que contienen esta enzima son 
resistentes a sufrir degeneración 
en procesos tales como el ataque 
cerebral isquémico, corea de 
Huntington o la enfermedad de 

Alzheimer, así como en modelos 
experimentales de isquemia. 
Ello hace pensar que las 
neuronas con capacidad de 
liberar NO son resistentes a las 
acciones citotóxicas de éste. Si 
éste fuera el caso, esta 
observación puede proveer 
importantes pistas para la 
comprensión de la fisiopatologia 
de diversos desórdenes 
neurodegenerativos. 

Ciertas células del sistema 
nervioso central, tales como las 
células de microglía, 
pertenecientes a la estirpe de los 
monocitos/macrófagos, pueden 
expresar la forma inducible de la 
NO sintasa (134). Está 
demostrado que la microglía 
activada produce cantidades de 
NO suficientes para matar 
neuronas cerebrales en cocultivo 
(135). La microglía ha sido 
implicada en la patogénesis de 
un buen número de 
enfermedades que incluyen la 
esclerosis múltiple, las 
enfermedades de Alzheimer y de 
Parkinson y la demencia 
asociada al SIDA. 

El NO se encuentra asimismo en 
varios nervios periféricos donde 
puede jugar un papel en la 
transmisión sensorial (136) y 
actuar como transmisor o 
modulador en al menos algunos 
nervios descritos hasta ahora 
como no-adrenérgicos no 
colinérgicos (NANC) (137, 138). 

En el tracto gastrointestinal, el 
NO parece ser responsable de 
las relajaciones mediadas por 
estimulación NANC del fondo 
gástrico de la rata (139) y de la 
relajación adaptativa del 
estómago en respuesta a la 
presión intragástrica (140). 
Puede a la vez estar involucrado 
en la inhibición NANC del 



esfínter esofágico inferior (141), 
la función motora del esfínter de 
Oddi (142) y la regulación de la 
motilidad de la vesícula biliar 
(143). La estimulación de 
nervios NANC presentes en la 
unión ileocolónica canina libera 
un factor con las características 
del NO (144). Los inhibidores 
de la NO sintasa reducen la 
relajación NANC en la taenia 
coli (145) y en el músculo del 
esfínter interno anal humano 
(146). En el colon humano la 
inmunotinción con antisuero 
anti-NO sintasa del cerebro de 
rata ha demostrado la presencia 
de la enzima constitutiva en los 
plexos mientéricos y 
submucosos, tanto en los 
cuerpos neuronales como en sus 
fibras (112). Un trabajo en el 

cual se estudió la distribución 
histoquímica de la NADPH 
diaforasa en biopsias obtenidas 
de niños con estenosis pilórica 
hipertrófica, sugiere que la 
carencia de NO sintasa en el 
tejido pilórico puede ser la 
responsable del espasmo 
pilórico característico de esta 
alteración (147). Nosotros 
hemos demostrado 
recientemente usando 
anticuerpos específicos anti-NO 
sintasa que en los plexos 
mientéricos de pacientes con 
acalasia tampoco hay NO 
sintasa (148). 

Merece la pena destacar que en 
algunas de estas preparaciones 
gastrointestinales in vitro e in 
vivo (149), la inhibición déla 

síntesis de NO desencadena un 
efecto contráctil (fig. 16), 
semejante al aumento de la 
presión arterial que se observa a 
inhibir la NO sintasa en el 
sistema vascular. Este hecho 
sugiere que en ambos sistemas 
existe un tono dilatador 
dependiente de NO que es 
crucial para su función 
fisiológica y que proporciona 
una base sobre la cual actúan las 
influencias contráctiles. 

La vía L-arginina: NO 
desempeña un papel fundamen-
tal en la relajación del cuerpo 
cavernoso humano (150). La 
relajación provocada por la 
estimulación eléctrica de estos 
tejidos in vitro, se 

EFFECT OF L-NAME ON JEJUNAL INTRALUMINAL PRESSURE IN 
THE RAT 

 

FIG. 16.—Efecto de la administración de N°-nitro-L-arginina, metil-ester (L-NAME), 
sobre la presión intraluminal en yeyuno de rata anestesiada. El incremento de la 
presión y contracción muscular inducida por L-NAME (10 mg/kg i.v.) es reducido por 

L-arginina (100 mg/kg i.v.). Figura tomada de la referencia 149. 

previene con inhibidores de la 
NO sintasa y se imita con 
donadores de NO (150-152). 
Asimismo, se ha encontrado 
evidencia inmunohistoquímica 
de la presencia de NO sintasa en 
nervios del pene de rata, perro y 

hombre. La enzima se ubica en 
neuronas del pene que inervan el 
cuerpo cavernoso y en plexos 
neuronales de la capa adventicia 
de las arterias del pene (152). 
Dosis pequeñas de NG-nitro-L-
arginina, otro inhibidor de la 

síntesis de NO, inhiben la 
erección del pene inducida por 
estimulación eléctrica en la rata 
(153). En suma, estos datos 
demuestran que el NO es el 
mediador común final de la 
erección del pene. 



Se ha demostrado, además, el 
papel del NO en otros órganos 
con inervación NANC (121, 
138), tales como tiras de arterias 
basilar y cerebral de perro y 
mono, además de arteria basilar 
de cerdo. A esto se añade que en 
la arteria cerebral media de la 
oveja, se ha demostrado que la 
vasodilatación, inducida por el 
péptido intestinal vasoactivo, se 
debe a la liberación de NO por 
los nervios NANC. 
Recientemente se ha demostrado 
que el NO contribuye a la 
relajación inducida por 
estimulación NANC del músculo 
traqueal de cobayo (154) y 
humano (155). Más aún, la 
inhibición de la síntesis de NO 
en ratas induce hiperactividad de 
la vejiga (156). 

En suma, en todo el cuerpo 
existe un amplio sistema de 
nervios que utilizan NO como 
mediador o como modulador de 
la neurotransmisión. Estos 
nervios son tan importantes 
como los nervios adrenérgicos, 
colinérgicos y peptidérgicos y su 
disfunción puede determinar la 
aparición de varios desórdenes, 
entre otros, la impotencia 
masculina. 

OXIDO NÍTRICO Y EL 

SISTEMA INMUNE 

Otra vertiente contribuyó al 
descubrimiento del NO. Esta 
comienza en 1916, al encontrarse 
que los mamíferos, incluyendo 
el hombre, excretan N03" en la 
orina y que el origen de éste es 
endógeno (157) En principio se 
creyó que la generación de NO3" 
se trataba de un sub-producto del 
metabolismo de la flora intesti-
nal; pero en 1981, Steven 
Tannenbaum y sus 

colaboradores demostraron, 
empleando ratas libres de 
gérmenes, que el NO3" era de 
origen mamífero (158). 
Posteriormente Mike Marletta y 
Dennis Stuehr constataron que 
los niveles sanguíneos y la 
excreción urinaria de NO3- se 
elevan tras la exposición a 
lipopolisacárido (LPS) 
bacteriano (67) y que 
macrófagos de pereitoneo de 
ratón activados con LPS e 
interferón-g sintetizan NO2 y 
NO3 (159). Casi 
simultáneamente, John Hibbs 
demostró que los macrófagos 
activados ejercían una acción 
citotóxica contra células 
tumorales y que ésta dependía de 
la presencia de L-arginina (160). 
Se demostró además que L-
arginina era transformada a L-
citrulina, y que L-NNMA 
inhibía esta conversión, a la vez 
que prevenía las acciones 
cítotóxicas de los macrófagos 
(68). Puesto que NO2 y NO3 no 
tienen propiedades citotóxicas, 
nosotros propusimos que el NO 
debía ser el compuesto 
citotóxico generado por los 
macrófagos activados (50). Esto 
fue demostrado más tarde por 
tres grupos independientes (161-
163). 

El NO producido de esta manera 
es citotóxico o citostático frente 
a células tumorales y a 
microorganismos intracelulares 
como Micobacterium tuberculo-
sis y la Leishmania major, así 
como frente a hongos y 
helmintos cuyo tamaño es 
demasiado grande para ser 
fagocitados. Entre ellos se 
encuentran Cryptococcus 
neoformans, Toxoplasma 
Gondii, Schistosoma mansoni y 
Plasmodium falciparum (ver 
164,165). La base bioquímica de 
la citotoxicidad inducida por NO 
depende de la combinación del 
NO con enzimas claves del ciclo 

respiratorio y de la ruta 
biosintética de ADN (ver 164). 
Este NO se genera también por 
una NO sintasa, esta vez induc-
ible, que es capaz de producir 
grandes cantidades de NO por 
períodos largos (ver 166). 

Tres conceptos importantes 
surgieron de este trabajo: la 
enzima que sintetiza NO en 
macrófagos activados es 
diferente de aquella presente en 
el endotelio y en el sistema 
nervioso, ya que no se expresa 
constitutivamente sino que es 
inducida por endotoxinas o 
ciertas citoquinas. Esta 
inducción, como descubrimos 
posteriormente con Marek 
Radomski y Massimo Di Rosa, 
es inhibida por gíucocorticoides 
anti-inflamatorios (167, 168). En 
segundo lugar, es posible que el 
NO no sólo posea propiedades 
citotóxicas perse, sino que 
además puede interactuar con 
otras moléculas, como O2", para 
formar productos con mayor 
citotoxicidad (169). Esta 
hipótesis, que es aún 
controvertida, es, sin duda, de 
gran interés. Por último, el 
hallazgo de la generación de NO 
por la enzima inducible podría 
explicar el fenómeno de la 
inmunidad no específica, el cual 
no se restringiría sólo a las 
células del sistema 
reticuíoendotelial como se ha 
pensado, sino que también 
tendría lugar en muchas otras 
células somáticas, incluyendo el 
endotelio vascular y el músculo 
liso vascular (166). Inducción de 
la NO sintasa ha sido 
demostrada en muchas células 
del organismo, incluyendo 
hepatocitos murinos (170), y en 
humanos, en hepatocitos, y 
condrocitos (véase 171). 

La inducción de la NO sintasa 
en el endotelio vascular y en las 
células del músculo liso posee 



una especial significación, ya 
que ha ayudado a esclarecer la 
hipotensión y la hiporeactividad 
a vasoconstrictores, 
características del choque 
séptico y de la terapia con 
citoquinas (véase 96, 172). El 
hecho de que la NO sintasa se 
induzca en miocardio y tejido 
venoso sugiere que la relajación 
venosa y la disfunción cardiaca 
observadas en estas condiciones 
también pueden deberse a NO 
(172). 

Las sintasas de NO constituyen 
una familia de isoenzimas que 
contienen el grupo hemo y 
requieren múltiples cofactores 
para su actividad, por lo tanto 
poseen dominios de unión a 
cofactores de óxido-reducción 
(ver 173). Hasta ahora, estas 
enzimas se han purificado a 
partir de varias fuentes, 
incluyendo el cerebelo humano 
(174). Los genes para las 
enzimas constitutivas de cerebro 
(175), y de endotelio vascular 
(176), además de la forma 
inducible de macrófagos (177) 
han sido clonados y 
secuenciados. Las enzimas 
constitutivas de diferentes 
tejidos poseen pesos moleculares 
semejantes, que varían desde 
135 kDa para la enzima 
endotelial hasta 155 kDa para la 
enzima neuronal. Las enzimas 
nativas son un homodímero de 
tales sub-unidades (178). La 
sub-unidad de la enzima 
inducible de macrófago posee un 
peso molecular de 130 kDa, 
cercano a aquél de la enzima 
endotelial constitutiva. Si bien la 
secuencia peptídica de las 
enzimas constitutivas del cerebro 
de mamíferos presenta grandes 

similitudes (aprox. 90%), sólo 
existe un 60% de homología 
entre las enzimas constitutivas 
procedentes de cerebro de rata y 
células endoteliales bovinas. Es 
interesante notar la homología 
existente (36% de secuencia 
idéntica) entre la citocromo P-
450 reductasa y diferentes NO 
sintasas (para referencia, ver 
177). Aún más, la NO sintasa 
endotelial, pero no la neuronal ni 
la de macrófagos, contiene una 
secuencia de consensus para la 
miristoilación del aminoácido 
terminal, lo que puede explicar 
que una alta proporción de la 
forma endotelial esté asociada a 
la membrana (175, 177). 

Tanto la enzima constitutiva 
como la inducible tienen sitios 
de reconocimiento para 
NADPH, 
flavinadenindinucleótido (FAD) 
y flavinmonucleótico (FMN), así 
como también sitios de 
fosforilación y una secuencia de 
consenso para la unión de 
calmodulina. Todas las 
isoformas de NO sintasa 
requieren de tetrahidrobiopterina 
(179). 

En humanos, se ha identificado 
tres genes que codifican NO 
sintasas. El gene de la enzima 
endotelial se ubica en el 
cromosoma 7, el 
correspondiente a la enzima 
neuronal se encuentra en el 
cromosoma 12 y aquél para el 
tipo inducible está localizado en 
el cromosoma 17 (ver 173). 

La clasificación actual de las 
NO sintasas se ha basado en el 
hecho de que las enzimas de 
cerebro y de endotelio son 
constitutivas y activadas por 
Ca2+/calmodulina mientras que las 
isoforma de macrófagos es 

inducible e independiente de 
Ca2+. Sin embargo, recientemente 
se ha encontrado que las tres 
formas poseen secuencias para la 
fijación de calmodulina (175-
177), y que existe calmodulina 
unida fuertemente a la enzima 
inducible del macrófago (180). 
Además, en el intestino de ratas 
se induce una NO sintasa 
también dependiente de Ca2+ tras 
el tratamiento con endotoxina 
(181)el L-l induce una NO 
sintasa también dependiente de 
Ca2+ en condrocitos de conejo 
(182). Por otro lado, la expresión 
de la enzima constitutiva puede 
ser inducida en diversos tejidos 
por estrogeno (183), y en el 
cerebro tras el tratamiento con 
cloruro de litio y tacrina (184). 
En suma, hay una mayor 
variedad de isoenzimas de lo 
que se había supuesto 
inicialmente, y en el futuro se 
necesitará una clasificación más 
exhaustiva. 

El hecho de que el NO, un 
simple gas resultado de la 
combinación de los dos gases 
más comunes en la atmósfera, 
desempeñe el papel de un 
importante mediador biológico 
nos hizo pensar que su aparición 
en el reino animal debía tener un 
origen evolutivo muy temprano 
(166). Así, encontramos que el 
congrejo herradura {Limulus 
polyphemus ), una especie cuya 
existencia alcanza 500 millones 
de años, sintetiza NO a partir de 
L-arginina con el fin de evitar la 
agregación de hemocitos en 
circulación (185; fig. 17). 
Posteriormente, se ha 
demostrado que un insecto 
hemófa.go,Rhodnius prolixux, 
inyecta NO unido a Fe3+ en la 
sangre de su presa para 



 

FlG. 17.—Efecto de L-arginina (L-arg) y N^monometil-L-arginina (L-NMMA) sobre la 
agregación ex vivo de hemocitos del cangrejo herradura (Limulus polyphemus). La 
agregación de hemocitos control (c) tiene lugar con un retardo de aproximadamente 
30 segundos y alcanza 72 ± 11 por 10p de la máxima transmisión de luz. Este valor 
no fue signiñcativamente diferente del obtenido en muestras de cangrejos tratados con 
D-NMMA, ei isómero inactivo de L-NMMA (66 ± 1 2 %  p>0.05; n-3). Sin embargo, 
la agregación de hemocitos procedentes de cangrejos tratados con L-NMMA, apare-
ció inmediatamente y fue máxima. Por el contrario, hemocitos obtenidos de cangre-
jos tratados con L-arg. mostraron una agregación disminuida (19 ± 1 1 %  n = 3). 
Figura tomada de la referencia 185. 

para producir vasodilatación, 
inhibir la agregación plaquetaria 
y facilitar la aspiración de sangre 
(186), y que la estrella de mar, 
un equinodermo, se vale del NO 
como mediador neuronal de su 
motilidad intestinal (187). Todos 
estos datos sugieren que la vía L-
arginina: NO es un sistema 
primitivo pero altamente 
funcional, que ha sido mantenido 
a través de la evolución del reino 
animal como señal de 
comunicación celular. 

Quisiera concluir diciendo que 
los últimos veinte años han sido 
inmensamente estimulantes en 
relación a lo que denomino 
"casualidad, diseño, 

casualidad". Hemos tropezado 
con hallazgos que han 
constituido la base de 
desarrollos lógicos, sólo para 
volver a tropezar con lo 
inesperado. Si alguna guía he 
observado, ha sido la de 
mantener una visióm amplia 
mientras analizamos 
sistemáticamente las hipótesis 
que constantemente lanzamos 
como redes. Así, hemos 
obtenido información acerca de 
una diminuta parcela de realidad 
previamente desconocida. 

El rasgo más distintivo de todo 
este proceso ha sido la 
interacción humana y la manera 
en la cual tanta gente ha 

contribuido en forma positiva. 
De mis primeros días de 
formación en la Facultad de 
Medicina de El Salvador puedo 
distinguir la clara influencia de 
muchos, sobre todo la de María 
Isabel Rodríguez y Augusto 
Campos. De mis días en el 
Colegio Real de Cirujanos, tanto 
John Vane como Sergio Ferreria 
fueron una importante 
influencia. Durante los últimos 
15 años, cuatro personas han 
contribuido en gran medida a mi 
investigación: Richard Palmer, 
Marek Radomski, Gillian 
Henderson y Annie Higgs. 
Quisiera también expresar mi 
agradecimiento al apoyo y 
colaboración que me han 

 



brindado mis colegas y 
estudiantes de España, entre 
ellos: Pedro Lorenzo Velázquez, 
Juan Esplugues, Francisco 
Guarner, José Ramón 
Berrazueta, María Angeles 
Moro, Ignacio Lizasoaín, 
Eduardo Nava, Marisabel 
Mourelle, Eduardo Salas, 
Alfredo Martínez y José 
Rodrigo. 

He dicho. 
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