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AVENTURAS EN FARMACOLOGIA:
VEINTE ANOS DE CASUALIDAD Y DISENO

Por ¢l Excmo. Sr. D. SALVADOR MONCADA

Académico de Honor

Excmo. Sr. Presidente
Sres. Académicos
Sras. v Sres,

Quisiera, antes de comenzar, recordar a don Severo Ochoa des-
aparecido hace algunas semanas aqui en Madrid, talento y orgulle
de la biologia espafiola, Quisiera, ademads, recordar a dofia Amparo
Pérez Carnicero, desaparecida hace algunos dias, esposa v compa-
fiera de don Benigno Lorenzo Velizquez, maestro de varias gene-
raciones de farmacélogos espanioles.

Es un gran placer v un inmenso honor estar con vosotros esta
noche para agradecer profundamente el generoso reconocimiento
que me habeis concedido al elegirme Académico de honor de esta
ilustre corporacién. Me complace especialmente agradecer a los
profesores Amador Schuller, Jesas Fernandez Tresguerres y Alberto
Portera que propusieron mi candidatura y por supuesto a todos
vosotros que tuvisteis a bien elegirme por unanimidad de voto. A
Pedro Sanchez Garcia, mi entrafable profesor v querido amigo por
més de 30 afios, le debd todo el apoyo v la confianza que ha teni-
do en mi y en mi trabajo.

Voy a referirme a mi trabajo cientifico de los altimos 20 afios.
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 sensa-
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cion de maravilla que es el descubrimiento cientifico, los que alcan-
zan para abastecer de esperanza la duda existencial que nos domina.

Vov, ademas, a referirme a la ciencia experimental llevada a cabo
no como consecuencia de inmensa tecnologia, que es el signo de
nuestra €poca, sino como resultado del uso de la curiosidad v del
ingenio aplicados a la mas sencilla de todas las técnicas de la bio-
logia experimental: el ensavo biolégico. .

PRINCIPIOS DEL BIOENSAYO

En farmacologia, los ensayos biolégicos en animales de labora-
torio se han venido utilizando, de una u otra forma, desde los co-
mienzos del siglo xx. Sin embargo, el empleo de 6rganos aislados
con estos fines se inicidé posteriormente, En 1869, Reimann obser-
vo que si separaba el atero del cuerpo y lo mantenia en una cama-
ra a temperatura corporal, dicho drgano experimentaba movimien-
tos peristalticos ritmicos y sobrevivia por un periodo razonablemente
largo (1). A partir de entonces se desarrolld raipidamente el empleo
de tejidos v érganos con distintos propésitos, incluyendo la detec-
cién cuantitativa de catecolaminas en solucién, empleando miiscu-
lo intestinal, tejido vascular o membrana nictitante y el ensayo de
S-hidroxitriptamina, en diero de rata. En la mayoria de los casos,
¢l organo aislado se hallaba inmerso en una solucion fisiol6gica que
se¢ renovaba a intervalos frecuentes.

MNosolros en cambio utilizamos un tipo de bicensayo conocido
como bioensayo de superfusion, en el que el tejido no estd inmerso
sino que la solucion fsiolégica fluye sobre su superficie. La histo-
ria de esta técnica es bastante reciente, pues comenzd en 1953 con
la publicacién de John Gaddum «La técnica de superfusién» (2).
Este sistema, segin John Gaddum tiene la ventaja de una mayor
sensibilidad, ya que los materiales investigados pueden aplicarse sin
dilucion sobre el tejido, lo que resulta particularmente adecuado
para substancias de accion lenta. Una importante adicion a la téc-
nica del ensayo en superfusion fue hecha unos afios mas tarde por
John Vane. Esta consistio en la superfusion en serie de tejidos de
bioensayo a modo de cascada (3). Obviamente, en un sistema flu-
vente de estas caracteristicas, no sdlo se puede emplear soluciones
fisiologicas sino también sangre de animales, como circulacién ex-
tracorporea. Cada tejido de bioensayo responde de una manera ca-
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racteristica y reproducible a una substancia vasoactiva dada; la su-
perfusion de una determinada combinacién de tejidos proporciona
una forma de reconocimiento especifico ¥ una medida cuantitativa
de las substancias vasoactivas cuyo perfil de actividad biolégica ha
sido determinado previamente (fig. 1). Ademds, v probablemente de
mayor trascendencia, es que esta técnica proporciona la base para
el descubrimiento de sustancias no identificadas, a las cuales los
tejidos de bicensayo responden, a su vez, de una manera inespera-
da. Esta técnica versitil ha sido el centro de gran parte de nuestro
trabajo en los dltimos 20 afios v nos ha permitido a mis colegas v
a mi realizar las contribuciones que describiré a continuacion.
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Fic. |, —Perfiles de bicensavo de diversas substancias vasoactivas. Los agonistas con-
traen, relajan o carecen de efecto en los tejidos utilizados para el bioensayo:
Adr = Adrenalina; Nor = Noradrenalina, Ang 11 = Angictensina 1l; BK = Bradiguinina,
PGE, = Prostagladina E; FGF, = Prostaglandina F, ; PGG, ¥ PGH, = Endoperdxidos de
prostaglandina; TXA, = Tromboxano r{,. PG, = Prostaciclina
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MECANISMO DE ACCION DE LA ASPIRINA Y FARMACOS
RELACIONADOS

En 1971 tuve el privilegio de incorporarme al grupo dirigide por
John Vane en el Departamento de Farmacologia del Real Colegio
de Cirujanos. Durante los meses previos, este grupo habia desarro-
llado ciertas ideas que sugerian que los farmacos del tipo de la as-
pirina podrian estar inhibiendo la sintesis de prostaglandinas (4).
Por esas fechas se estaba investigando las acciones biologicas de las
tinicas prostaglandinas conocidas PGE,, PGF ; PGE, v PGE, , v
aungue se sabia que el precursor metabdlico era el dcido araquido-
nico, los detalles de la ruta bioquimica no estaban completamente
dilucidades (5). 4

La primera tarea que se me asigné fue investigar si las acciones
inducidas por el dcido araquidénico en una serie de tejidos de bio-
ensavo podian inhibirse por aspirina. Esto lo demostré rapidamen-
te. Mis resultados estaban, ademas, de acuerdo con otros obtenidos
en homogeneizados de pulmén de cobayo que demostraban inhibi-
cion de la formacién de prostaglandinas por tres farmacos de tipo
de la aspirina: la propia aspirina, indometacina y salicilato de so-
dio (6). Al cabo de unas pocas semanas, trabajando con Sergio Fe-
rreira v utilizando el bazo de perro, aislado v perfundido, como
fuente de prostaglandinas y una cascada de tejidos de bioensayo,
confirmamos la inhibicién de la liberacion de prostaglandinas por
farmacos del tipo de la aspirina (7, fig. 2). Estos experimentos, asi
como los llevados a cabo por Smith vy Willis empleando plaguetas
humanas como fuente de prostaglandinas (8), demaostraron que los
farmacos del tipo de la aspirina inhiben la biosintesis de prostaglan-
dinas v sugirieron que este es el mecanismo que explica las accio-
nes anti-inflamatorias, analgésicas y antipiréticas de dichos compues-
tos, asi como probablemente algunos de sus efectos colaterales.

Estos hallazgos sentaron las bases de mis siguientes dos afos y
medio de trabajo, investigando el papel que juegan las prostaglan-
dinas en los procesos de inflamacién v dolor. Asimismo estudié la
hipatesis que postulaba que las prostaglandinas podrian estar impli-
cadas en la modulacién de la neurotransmisién simpatica. Los fru-
tos de mi trabajo de este periodo se plasmaron en diversos articu-
los (9, 10) v revisiones (11), asi como en mi Tesis Doctoral (12).
Basicamente éstos demostraron que, tanto en inflamaciéon como en
dolor las prostaglandinas no actiian como mediadores de ninguno
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de los signos o sintomas sino como moduladores, proporcionando
un sistema de amplificacion el que es reducido por farmacos del tipo
de la aspirina. Estos hallazgos, asi como la hipé6tesis general, fue-
ron confirmados por diversos laboratorios de todo el mundo. Mas
ain, estos farmacos acabaron siendo las herramientas farmacolégi-
cas y bioquimicas mds importantes para investigar el papel de las
prostaglandinas en el organismo. El descubrimiento del mecanismo
de accién de los farmacos del tipo de la aspirina condujo a su
empleo en situaciones nuevas tales como la prevencion del parto
prematuro, la estimulacion del cierre del ductus arteriosus persis-
tente v el tratamiento del sindrome de Bartter (13).
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Fic, 2.—La indometacina previene la liberacidn de prostaglandinas inducida por
Adrenaling en el bazo perfundido de perro. Una muestra del efluente esplénice fue uti-
lizada para perfundir los tejidos de bioensayo (CR = recto de pollo; RSS = Tiras de es-
témago de rata). Los cambios en la presién de perfusién ¥ peso (SP.WT) también se
controlaron, Indometacina (0,37 pg/ml) se afiadié al efluente esplénico excepto cuando
fue reinfundido en el bazo (LSF). Prostaglandina PGE, (20 ng/ml) produjo contraceidn
de los tejidos de hioensavo. La infusion de indometacina en el bazo abolid la libera-
cién de prostaglandinas, Este efecto desaparecié aproximadamente a los 70 min. de
terminar la infusién de indometacina. Estos datos pertenecen a la referencia 7.
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Uno de los objetivos principales en los altimos 20 anos ha sido
encontrar firmacos desprovistos en los efectos colaterales de estos
compuestos, buscando substancias que pudiesen inhibir la genera-
cion de prostaglandinas en el lugar de la inflamacién, pero sin afec-
lar a la enzima generadora de prostaglandinas (ciclo-oxigenasa) en
la mucosa del estémago. Recientemente esta bisqueda ha sido asis-
tida por el descubrimiento de dos tipos de ciclooxigenasa, una de
tipo constitutivo v otra isoforma inducible. La primera, cuya estruc-
tura tridimensional ha sido descrita recientemente (14), se encuen-
tra presente en el endotelio vascular, mucosa gastrica v otros teji-
dos y es responsable de la formaciéon de metabolitos del acido ara-
quiddnico que llevan a cabo funciones fisiolégicas. La segunda, se
ha demostrado recientemente gue es inducida en células migrato-
rias, v en otros tipos celulares, por estimulos inflamatorios v por ci-
toquinas (15). Este hallazgo ha sugerido una atractiva hipétesis: las
acciones anti-inflamatorias de los farmacos del tipo de la aspirina
se deben a la inhibicién de la enzima inducible, mientras que los
efectos indeseables (tales como la irritacion del revestimiento del es-
tomago) tienen su origen en la inhibicién de la isoforma constitu-
tiva (15). El disefo de un inhibidor de la ciclo-oxigenasa inducible
permitira confirmar esta hipétesis v posiblemente proporcionard una
mejor aproximacion terapéutica al problema de la inflamacién. Por
consiguiente, a pesar del progreso en esta drea, la bisqueda de una
nueva ¥y mejor aspirina atin continia.,

LA ACCION ANTI-TROMBOTICA DE LA ASPIRINA Y FARMA-
COS RELACIONADOS

Quedaba todavia un rompecabezas por resolver: la aspirina in-
hibe la agregacion plaquetaria, aumenta el tiempo de sangria v se
ha sabido durante mucho tiempo que posee accién antitrombética
{16). El misterio consistia en que ninguna de las prostaglandinas co-
nocidas hasta entonces inducia la agregacién plaguetaria. Importan-
les pistas para la explicacién de este fenémeno surgieron de la com-
binacion de hallazgos previos v de nuevos avances en el conocimien-
to de la via metabolica del dcido araquidénico. En 1969, Priscilla
Piper v John Vane describieron la liberacién de una substancia ca-
paz de contraer la aorta del conejo (rabbit aorta contracting subs-
tances, RCS), cuva sintesis se inhibia con los farmacos del tipo de
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la aspirina (17). Se sabia, ademas, que microsomas obtenidos de
plaguetas producian un potente agregante de las plaquetas huma-
nas (18) vy, en 1974, se demostré que intermediarios inestables del
metabolismo del dcido araquiddnico, los endoperdxidos de las pros-
taglandinas, PGG,, v PGH,, eran a la vez agregantes plaquetarios y
contraian el tejido vascular (19, 20). Todo ello condujo inicialmen-
te a la creencia de que los endoperdxidos eran responsables de la
actividad RCS descrita por Piper ¥y Vane y proporciond, por vez
primera, una explicacién para las acciones plaguetarias de la aspi-
rina. Sin embargo, las vidas medias de RCS (<2 min.) v de los
endoperdxidos (aprox. 5 min.) eran diferentes vy la cantidad de en-
doperéxidos liberados por el pulmén o por las plaquetas agregadas
no era suficiente para explicar la actividad contrictil observada en
la aorta de conejo. De ahi que Bengt Samuelsson con sus colegas,
se propusieron buscar otra substancia responsable de la actividad
ECS. En 1975, ellos demostraron que las plaquetas incubadas con
acido araquidénico o con PGG, producian un compuesto activo muy
inestable (vida media de 30 ﬁugu:ld{m}, posteriormente identificado
como tromboxano A, (TXA ). Este era capaz de contraer en forma
potente tiras de aorta e inducir la agregacién plaquetaria (21), lo que
permitid concluir que el componente principal del RCS formado en
plaguetas y pulmén de cobayo es el TXA..

El hallazgo de la conversién de exdoperdxidos de prostaglandi-
na en TXA, sugiri6 la existencia de una via enzimatica responsable
de esta transformacién. Esta fue la base del proyecto que iniciamos
el verano de 1975 con muestras de endoperoxidos obtenidas del
Instituto Karolinska en Estocolmo. Nuevamente utilizande como
bicensayo la superfusion en cascada, identificamos una enzima en
la fraccién microsomal de la plagueta gque denominamos TX sinta-
sa (22). El criterio que utilizamos en el bicensavo en cascada fue
la transformacion de la PGG,, substancia con caracteristicas RCS,
en otra substancia con las mismas propiedades pero de mavor po-
tencia v menos estabilidad (fig. 3). Fue dificil llevar a cabo estos
experimentos, ya que a 37°C o aiin a temperatura ambiente, el TXA,
era extremadamente inestable v su actividad biolégica desaparecia
antes de ser transferido al bioensave en cascada, Tras muchos es-
fuerzos, Stuart Bunting, un estudiante en ese tiempo, v yo disefia-
mos un sistema para incubar la enzima con el endoperdxido a 00 C.
Esto retardé la conversion a TXA, y aumentd su estabilidad, resol-
viendo el problema. En forma concomitante empleamos la agrega-
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cion de plaquetas como sistema de bioensayo vy demosiramos la
accion potente del TXA, comparada con los endoperdxidos de pla-
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Fig. 3.—Bioensayo diferencial de substancias que contruen la aorta de conejo: Endo-

perdxido de prostaglandina (PGG, 200 ng) se afadis a 500 pl de Tris-buffer at 0°C y

una muestra de 50yl (equivalente a 20 ng) fue ensayada en los tejidos. Inmediata-

mente después se afadieron microsomas de plaguetas de caballo a la solucion de

PG, 50 pl de esta selucidn se ensayaron en los tejidos dos minutos mis tarde. La

figira muestra también la respuesta de los tejidos a 1000 ng de PGG, v 50 ng de PGE,.
Figura lomada de la referencia 22

quetas (fig. 4). Posteriormente, encontramos un inhibidor de esta
enzima, el imidazol (23), que ayudé a la identificacién de la TX
sintasa, v ademas, sugirié una nueva posibilidad terapéutica ya que,
tedricamente, los inhibidores de esta enzima estarian dotados de los
mismos efectos antiplaquetarios que la aspirina (13).

Todo este trabajo esclarecié la ruta plaquetaria de biotransfor-
macion del dcide araquidénico hacia los endoperoxidos por medio
de la enzima ciclo-oxigenasa, y su ulterior conversién en TXA, me-
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diante la TX sintasa. Se trataba de una via metabdlica Gnica va que,
en la mayoria de los tejidos estudiados, los endoperdxidos se trans-
forman en prostaglandinas estables mediante reacciones catalizadas
por isomerasas y reductasas.
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Fio. 4 —Curso temporal v dependencla de temperatura  de tromboxano sintetasa. Pros-

taglandina G, (500 ng) fue atadida a 1 ml de Tris-buffer conteniendo microsomas de

plaquetas e incubada a 0°C, 22 C o 37°C antes de ensayar 50 pl. Datos tomados de
la referencia 22.

DESCUBRIMIENTO DE LA PROSTACICLINA Y ALGUNAS DE
SUS CONSECUENCIAS

Durante la realizaciton de este proyecto también decidimos inves-
tigar cudl era la distribucién de la TX sintasa en el organismo. Para
ello preparamos fracciones microsomales a partir de diferentes te-
jidos ¥ los incubamos cqn endoperdxidos con el fin de estudiar la
formacién de TXA,. Yo tenia particular interés en la pared vascu-
lar, va que habia pensado que el TXA, en caso de que fuese gene-
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rado en los vasos podria actuar en sinergismo con aquel producido
por las plaguetas. Si esto era correcto, nos ayudaria a entender el
proceso de formacién del tapén hemostdtico v, especialmente, la
vasoconstriccién inmediata que se produce tras cortar un pequefio
vaso. Por otra parte, yo sabia que las plaquetas y ¢l tejido vascular
comparten algunas propiedades antigénicas (24), lo que sugeria que
ambas estructuras debian poseer ciertas proteinas en comun.

Encontramos que varios tejidos, incluvendo el pulmén v el bazo,
tenian la capacidad de generar TXA,, mientras que otros linicamente
sintetizaban prostagladinas a partir de endoperdxidos (25). Sin
embargo, un hallazgo inesperado fue que la fraccién microsomal de
la pared vascular consumia la actividad RCS de los endoperéxidos,
sin generar TXA, u otra postaglandina que pudiésemos recdnocer
(Fg. 5). Se trataba de un proceso enzimaético, ya que se prevenia tras
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Fig, 5—Bioensayo utilizando tiras aorticas de conejo (a) y colon de rata (b). Pros-

taglandina PGE, contrae el colon de rata, mientras que PGG, (0.5 pg) fue incubada

en 0,5 ml de Tris buffer a 22" C, y alicuotas de 100 pl fueron ensayadas en los teji-

dos a 5, 10, 20 v 30 min. La desaparicién espontinea de PGG, (expresada como dis-

minucion en la contraccién de la aorta de conejo) se vio asociada con la aparicidn

de actividad de tipo PGE (expresada por el aumento de la contraccidn del colon de
rata), Figura tomada de la referencia 27.
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hervir la preparacién microsomal (fig, 6). Mas aun, el fenémeno
observado no podia explicarse en términos de una ulterior conver-
sion de alguna prostaglandina en un producto inactivo, va que la
PGE, o PGF,_ incubadas con fraccién microsomal de aorta no per-
dian su actividad biolégica. El producto formado, al que denomina-
mos prostaglandina X (PGX), parecia tener cierta actividad vascu-
lar, puesto que relajaba tiras de arteria celiaca y mesentérica de
conejo. Por esa época, habiamos descubierto que estos dos 1ejidos
respondian a endoperoxidos de manera bifasica, esto es, con una
contraccién seguida de una relajacion de larga duracion (26).

Incubation time (min)

0.5 10 20 — 5 min—
5 ]:m
a _'__';--'-"\— e S B e
i R W i
b e N
'y & & '
PGG; 100 ng PGG, 20 25 50 ng :
+ + PGF,,
AM 200ug boiled
AM

Fic. 6. —Electo de microsomas aorticos (AM), sobre PGG,. PGG, (05 pg) fue incuba-
da con AM (1 mg) en 0.5 ml de Tris buffer a 22°C ¥ la 'h_,t'l';"[d"ld de alicuotas de
100 pl 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 contréictil de PGG, en
tiras de aorta de conejo desaparece en L5 minutos, sin gue se detecte la formacion
de PGE o PGF, aun cuando la incubacidn se haga durante 20 min. Microsomas (200
pg! hervidos e incubados con PGG, (100 ng) en Tris-buffer a 22°C duramte | min,,
no afectan la actividad de PGG, en aorta de conejo. El efecto selective de PGF, es
también mostrado en el colon de rata. Figura tomada de la referencia 27
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Durante las semanas siguientes elaboramos varias hipotesis so-
bre la naturaleza de esta substancia, incluyendo la posibilidad de
que se tratara del dcido 12-hidroxi-5,8,10-heptadecatrienoico (ITHT),
un producto inactivo de la degradacion de endoperdxidos que ge-
nera malondialdehido al descomponerse. Esta, como todas las otras
hipétesis resultaron incorrectas. Sin embargo, en diciembre de 1975
hicimos un descubrimiento importante al encontrar que PGX era un
inhibidor muy potente de la agregacién plaguetaria (27, Fg. 7).

PGX PGE,

J k2 minH
AA .
| mM|
‘su“n
T

Fii. 7—Comparacidn de la potencia anti-agregante de PGX v PGE;: La lipura mues-
tra los cambios en la transmisidn de luz a través de plasma humano rico en plaquetas
en un agregdmetro. La PGX fue oblenida por incubacidn de 100 ng de PGH, con 500
pg de microsomas aorticos en 100 pl de Tris-buffer durante 2 min a 22° C v después
conservados en hielo. PGX (1-4 ng) ¥ PGE (50 ng) cada una en 10 jil, se afadieron a
plasma humano rico en plaguetas | min, antes de deido araguiddnico (AA. 1 mM).
En el experimento se muestra que PGX fue al menos 25 veces més potente  que PGE,
como anti-agregante. Figura tomada de la referencia 27.

Stuart Bunting v yo ensavamos PGX en la apregacién de plaquetas
con una hipétesis simple; habfamos estado buscando TXA,, que es
un vasocontrictor e inductor de la agregacion plaguetaria. En esa
biisqueda nos habiamos tropezado con una substancia vasodilatado-
ra. ¢Podria este compuesto —pensé—, ademas, inhibir la agregacién
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plaquetaria v poseer, asi, propiedades biolégicas opuestas a las del
TXA? (Efectivamente asi fue!

La identificacién de la estructra de la PGX fue otra fascinante
historia de detectives. En un Congreso en Vale, Colorado a princi-
pios de 1976, asistimos a una charla de Cecil Pace-Asciak en la que
éste describia la formacién de un compuesto a partir de acido ara-
quidénico o de endoperéxidos de PG, la 6-ceto-PGF, en estomago
de rata (28). El desconocia por completo la actividad biolégica de
esta via. Al concluir la charla, John Vane y yo nos preguntamos si
en la formacién de este compuesto existirian intermediarios biolo-
gicamente activos, ya que la 6-ceto-PGF, parecia ser un producto
final, desposeido en si de actividad biolégica.

Llamamos por teléfono a Inglaterra v pedimos a Richard Gry-
glewski gue incubara microsomas de estémago con endoperdxidos
con el fin de demostrar si se generaba alguna actividad antiplaque-
taria, como sucede cuando se utiliza la fraccién microsomal de va-
sos sanguineos. Pocos dias después leniamos la respuesta: el expe-
rimento habfa funcionado y sabiamos entonces que la PGX era casi
con seguridad un producto intermediario de la transformacion de
endoperdxidos en 6-ceto-PGF, . La dilucidacion de su estructura se
llevé a cabo mediante una colaboracién entre bidlogos de Wellco-
me y un grupo de quimicos de la compania Upjohn de Kalamazoo
(EE.ULL). La estructura de la PGX y su nuevo nombre, prostacicli-
na, fueron hechos publicos en un Congreso que tuvo lugar en San-
ta Ménica, California el 3 de diciembre de 1976 (29).

Posteriormente, se demostré que'tejidos de todas las especies,
incluido el hombre, generaban prostaciclina. Esta posee un efecto
dilatador en la mavoria de los lechos vasculares, incluida la circu-
lacién coronaria, y produce hipotensién. La prostaciclina inhibe la
agregacion plaguetaria mediante un aumento de las concentraciones
intraplaguetarias de AMP ciclico. El hecho de que la prostaciclina
inhiba la agregaciéon plaquetaria a concentraciones mucho mas ba-
jas que las requeridas para inhibir la adhesion, hace pensar que esta
substancia permite que las plaquetas se adhieran al tejido vascular
con el cual interaccionan realizando asi su papel de reparacion vas-
cular, a la vez de prevenir o limitar la formacién de trombos (para
revision véase 13).

De esta manera los endoperéxidos son metabolizados en las pla-
quetas al agente pro-agregante y vasoconstrictor TXA, pero en la
pared vascular son convertidos al factor vasodilatador, antiplaque-
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tario, prostaciclina (fig. 8). Esto acoplado al descubrimiento poste-
rior que enfermedades o condiciones médicas que favorecen el de-
sarrollo de trombosis estin asociadas a un aumento de TXA, y a una
reduccion de prostaciclina, ha levado a nuevas ideas para el con-
trol de las condiciones trombéticas (para revisidn ver 29).
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Fio. 8 —Metabolismo del dcido araquiddnico por la via ciclo-oxigenasa.

La aspirina inhibe a la ciclo-oxigenasa de plaquetas en dosis mu-
cho mas bajas que las necesarias para producir un efecto analgési-
co y anti-inflamatorio (30). Este efecto de la aspirina en las plaque-
tas es de larga duracién, debido a que la aspirina, v no los farma-
cos relacionados, es capaz de acetilar el grupo hidroxilo de la tnica
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serina, en posicion 530, de la cadena polipeptidica de la ciclo-oxi-
genasa, ocasionando su inhibicién irreversible (31, 32). Las plaque-
tas son incapaces de sintetizar proteinas (33) vy no pueden reempla-
zar la ciclo-oxigenasa, por lo tanto la inhibicién solo puede ser su-
perada cuando nuevas plaquetas entran en la circulacién, a partir
de megacariocitos cuva ciclo-oxigenasa no ha sido inhibida.

Por otra parte, experimentos realizados in vitro demostraron que
la ciclo-oxigenasa de la pared vascular es menos sensible que la de
las plaquetas a la accién inhibidora de la aspirina (34). Por otra
parte, estudios en animales mostraron que dosis bajas de aspirina
reducen la formacion de TXA,, en forma mas importante que la de
prostaciclina (35). En esa época nosolros demostramos gque una do-
sis tinica v baja de aspirina (0.3 g) producia un aumento del tiem-
po de sangria en el hombre, mientras que dosis altas (3.9 g) care-
cian de efecto (36). Ademas, la aspirina administrada oralmente
sulre una hidrélisis pre-sistémica, por lo tanto, las plaguetas que
pasan por el intestino estdn expuestas a una mayor concentracion
de aspirina que en la circulacién periférica (37). Por consiguiente,
la aspirina posee cualidades unicas de accion prolongada en muy
pequefias cantidades que no poseen otras drogas anti-inflamatorias
de origen no-esteroide. Estos datos promovieron la busqueda de una
dosis de aspirina capaz de inhibir la formacion de TXA, en el hom-
bre, sin afectar la produccién de prostagiclina, para lo cual se uti-
lizaron dosis pequefias, administradas diariamente, o bien dosis al-
tas a intervalos semanales, solas o en combinacién con otros
agentes antitromboticos (38). Andlisis 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 ateros-
clerosis establecida (39, 40).

La prostaciclina v sus derivados estables (tales como carbacicli-
na o ilosprost) pueden ser beneficiosos en un gran niimero de en-
fermedades circulatorias, debido a sus propiedades vasodilatadoras
vy antiagregantes, como también por sus acciones ciloprotectioras y
antiproliferativas. La prostaciclina también protege la cuenta plague-
taria cuando se utiliza en sistemas de circulacion extracorpdrea en
animales o en ¢l hombre. Se ha empleado en hemodialisis, circun-
valacidn cardiopulmonar y hemoperfusion con carbén activado (41).
Tanto la prostaciclina como el ilosprost han mostrado efectos be-
neficiosos en pacientes con enfermedad vascular periférica, con
mejoras significativas en lo que se refiere a alivio del dolor, cuiu
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cién de tlceras y tasa de amputacion (42). Se han reportado efec-
tos similares en el tratamiento de dleceras v flujo vascular periféri-
co en sujetos con sindrome de Raynaud, donde los efectos benefi-
cios persisten largo tiempo tras el término de la infusién. Esto dl-
timo ha sido atribuido a un efecto citoprotector cuya naturaleza
contintia sin ser esclarecida (43).

Es posible que prostaciclina pueda ser qtil en el tratamiento del
accidente cerebrovascular. Se necesita, sin embargo, un mayor nua-
mero de ensayos clinicos para establecer definitivamente su efica-
cia (44). Es posible que los futuros andlogos de la prostaciclina con
actividad selectiva antiplaquetaria, puedan ser eficaces en el trata-
miento de la enfermedad coronaria inestable, ya sean solos o en
combinacién con otras terapias (45).

Los datos clinicos son limitados en lo que concierne a los efec-
tos beneficiosos de la prostaciclina o sus andlogos en la hemodina-
mica de pacientes con insuficiencia cardiaca congestiva (46).

En los altimos afios, la prostaciclina se ha convertido en la pros-
taglandina mas empleada como vasodilatador pulmonar (47). Uno
de los principales usos es el mantenimiento de la luz del ductus en
los casos de circulacién sistémica o pulmonar dependientes de esta
estructura. La prostaciclina causa respuestas hemodinamicas y sin-
tomdticas positivas en pacientes con hipertension pulmonar prima-
ria severa y con sindrome de distrés respiratorio, Asimismo, prolon-
ga ¢l tiempo de supervivencia de aquellos pacientes con hiperten-
sién pulmonar en espera de un trasplante cardiopulmonar. Aunque
la prostaciclina no es un vasodilatador selectivo de los vasos pulmo-
nares, tiene la ventaja de poseer pocos efectos colaterales (véase 47).

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

En 1980, mientras le dabamos los toques finales a nuestro des-
cubrimiento de la prostaciclina, Furchgott v Zawadzki publicaron un
articulo en el que demostraban que el endotelio vascular era nece-
sario para la accién wvasorelajante de ciertos vasodilatadores
(48, fig. 9). Ellos denominaron a este fendmeno relajacién vascular
dependiente del endotelio, ¥ ademds demostraron que dicha relaja-
cién dependia de la liberacién de una substancia inestable, conoci-
da posteriormente como factor relajante derivado del endotelio (en-
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dothelium-derived relaxing factor EDRF). La existencia de este fe-
nomeno fue confirmada posteriormente por diversos grupos, escla-
reciéndose algunos de los aspectos de la accién de este misterioso
compuesto (véase 49-52). Se encontré que el EDRF produce relaja-
cién vascular por activacién de la enzima soluble guanilato ciclasa
en las células del miisculo liso vascular (53). Dos compuestos gque
inhiben dicha enzima, azul de metileno v hemoglobina, también
inhiben los efectos del EDRF (54), el que mostraba una extraordi-
naria inestabilidad, con una vida media de 3-5 segundos (55, 56).

# I |
Na 7.7 w NA 7.7 W

NA& = norsdrenal ine
W = washour
Doses ACh exprassad as fog of cumulative molar concen tmtions,

Furchgor et & (19871), In "Vasoadlation', p 4966, Reven Press, New York,

Fig. 9—Pérdida de la respuesta relajante a la acetilcolina (ACh), en anillos aorticos
de conejo desprovistos de endotelio, Los registros se hicieron en el mismo cilindro
aortico antes ¥ 30 min. después de eliminar el endotelio. El tejido fue precontraido
con noradarenalina {(NA). W = lavado. Las concentraciones estdn expresadas como
logaritmo de la concentracidn molar, Figura tomada de la referencia 48.

En la década del 70 habiamos adquirido gran experiencia en las
técnicas de bioensayo de substancias inestables, como la prostaci-
clina y el TXA,. Fue esta experiencia la que nos permitié trabajar
con rapidez una vez que decidimos incorporarmos a este campo de
investigacién en el verano de 1985. Para la realizacion de este pro-
vecto formé equipo con Richard Grvglewski, que nos visitaba con
motivo de su sabatico 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 farmacoldgicos detallados v, con suerte, esclarecer su es-
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tructura. En vez de utilizar anillos vasculares en bafio de érganos,
como hacian otros investigadores, nosotros recurrimos una vez mas
al bicensayo en cascada como sistema detector, empleando células
endoteliales cultivadas sobre microtransportadores como sistema
generador (fig. 10). Los experimentos iniciales, confirmaron la po-

Infusion sive (T.C.) 7
[ 3sac

Fig. 10.—Representacion esquematica de la cascada de bicensayvo v de la columna con
las células endoteliales. Los tejidos utilizados fueron tiras espirales de arteria coronaria
bovina, celiaca o mesentérica de conejo, v aorta tordcica de conejo, El retraso entre
cada tejido en la cascada fue de 3 segundos. Figura tomada de la referencia 57.

sibilidad de llevar a cabo un bioensayo simultaneo de prostaciclina
vy EDRF (57). Con posterioridad adoptamos una cascada consisten-
te en tres tiras de aorta de conejo desprovistas de endotelio, va que
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éste es un tejido carente de respuesta a la prostaciclina, pero se
relaja muy eficienternente con EDRF. Estos estudios demostraron
que el EDRF se generaba en gran cantidad dependiendo del nime-
ro de células endoteliales en los micotransportadores. Ademas,
constatamos que al menos parte de la inestabilidad del EDRF en la
cascada se debia a su interaccién con aniones superdxido (0.7), ya
gue el tratamiento con superdxido dismutasa (SOD) incrementaba
su vida media (58).

Estaban va descritos compuestos capaces de inhibir el EDRF;
estos inclufan antioxidantes y reactivos con grupos sulfidrilo, asi
como inhibidores de fosfolipasa, lipo-oxigenasa de acido araquido-
nico v de enzimas dependientes del citocromo P-450. La accidn de
cada uno de los compuestos habia dado origen a una hipotesis di-
ferente sobre la naturaleza del EDRF (55, 59-61). Yo estaba incé-
modo al observar inhibidores con estructuras v con mecanismos de
acci6n tan diversos. Esto me hizo pensar que debia existir un me-
canismo de accién comun para todos ellos; sin embargo, dicho me-
canismo no resultaba de modo alguno obvio. Investigamos las
acciones que éstos ejercian sobre la liberacion de EDRF por las
células endoteliales, y encontramos que las curvas de inhibicion
resultaban erriticas. Pensé que esto podria deberse a una interfe-
rencia del O,” v sugeri que determindsemos las curvas de inhibicién
en presencia de SOD. Para nuestra sorpresa, en estas condiciones
todos los inhibidores perdieron su actividad. El misterio estaba re-
suelto: el mecanismo comin de accién de estos compuestos esta
basado en sus propiedades redox, por las que son capaces de gene-
rar 0,”, que a su vez destruye el EDRF (62). Con el fin de apoyar
nuestra hipotesis, probamos otra substancia capaz de interactuar
con Dz'. como es el citocromo ¢, el cual se comportd como la SOD,
Ademas, decidimos investigar si un generador de O,", atin no co-
nocido previamente como inhibidor de EDRF, podria actuar como
tal. Este compuesto —el pirogalol— se comporté como habfamos
predicho v sus acciones lueron antagonizadas no sélo por 50D sino
también por citocromo c (62). Estos resultados representaron un
avance importante en la comprensién de las propiedades del EDRF,
pues clarificaron no s6lo el mecanismo por el cual estos compues-
tos actiian como inhibidores de la accién de esta substancia, sino
también sus diferencias con la hoemoglobina, que se comporta como
inhibidor atrapando EDRF directamente (63).

Estos fueron los resultados que presenté en una reunion sobre
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Mecanismos de Vasodilatacién que tuvo lugar en Rochester, Min-
nesota, en 1986, Alll tuve la oportunidad de escuchar la nueva hi-
potesis presentada por Bob Furchgot e independientemente por Lou
lgnarro, proponiendo que EDRF podria ser el éxido nitrico (NO) o
una molécula relacionada (64, 63). Para muchos de los presentes,
esto sonaba como una herejia, pero vo pensé que se trataba de una
posibilidad muy atractiva que merecia ser investigada.

Decidimos investigar si el EDRF era realmente NO v, si éste era
el caso, averiguar si el NO satisfacia los criterios establecidos en los
afos 30 por Henry Dale para la identificacién de un mediador bio-
légico. Decidimos abordar el problema de dos maneras: primero
estudiando la farmacologia comparativa del auténtico gas NO y el
EDRF v, en segundo lugar, intentando desarrollar una forma de
medir la liberacion de NO por las células endoteliales vasculares. En
vez de emplear nitrito acidificado (NO,") que da arigen a la forma-
cion de NO de manera impredecible y dificil de cuantificar, Richard
Palmer y vo decidimos emplear NO gas, obtenido comercialmente.
Para ello se requeria desarrollar un modo de diluir NO en agua
deoxigenada para evitar la formacién de NO,.

Tras los primeros experimentos con el bioensayo en cascada, mi
experiencia con esta técnica me convencié de que el EDRF y el NO
cran la misma substancia (fig. 11). A continuacién, con la ayuda del
Departamento de Ciencias Fisicas de Wellcome, desarrollamos una
técnica de quimioluminiscencia que nos permitié la medicion del
NO liberado por las células endoteliales en cultive. Los resultados
combinados de la farmacologia comparativa y la medicién directa
del NO liberado por estas células, demostraron que el NQ es res-
ponsable de la actividad biolagica del EDRF (66).

El origen bioguimico del NO continuaba siendo un misterio.
Intentamos estimular a las células endoteliales para generar NO a
partir de diferentes posibles precursores, que inclufan nitrito (NO,"),
nitrato (NO,"), amoniaco y varios aminoacidos, pero todos nuestros
esfuerzos resultaron en vano. Por casualidad, sin embargo, nos en-
contramos con articulos de John Hibbs y de Michael Marletta v sus
colegas en los que describian en macréfagos activados la formacién
de NO,; y NO, a partir de L-arginina (67, 68). Ello nos inst6 a
intentar, sin éxito, «alimentar» las células endoteliales con L-arginina
para que produjeran NO, Unas semanas mas tarde, mientras consi-
derabamos nuestro fracaso, advertimos gue era posible que la L-
arginina presente en el medio de cultivo estuviera «inundando» el
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Fic. 11 —Relajacién de la aorta de conejo inducida por el factor relajante derivado
de endotelic (EDRF) v dxido nitrico (NO). Una columna empagquetada con células
endaoteliales cultivadas en microtransportadores (véase figura 10) fue perfundida con
Krebs-buffer (5 mimin ). El efluente se utilizd para superfundir tres tiras adrticas de
congjo (RbA) desprovistas de endotelic, en una cascada. Los tejidos fueron contraf-
dos en forma submixima, mediante una infusién contnua de 9-11-dideoxi-9a, 11a me-
tano epoxi-prostaglandina F,, (U46619; 30 nM) ¥ se colocaron separados de las célu-
las por 1, 4 v 7 segundos de retriso respectivamente. La sensibilidad del bioensayo
fue estandarizada por la administracién de trinitroglicerina (GTN; 30 nM) scbre los
tejidos (0.T,). EDRF fue liberado de las células mediante la infusion de bradiguinina
(Bk, 20 nM) durante | min. a ravés de la columna (T.C.), NO (0.22 nmol) fue di-
suglto en agua deoxigenada con helio v administrade come infusién durante 1 min
Figura tomada de la referencia 64,




874 ANALES DE LA REAL

sistema. Por lo tanto, decidimos cultivar a las células en un medio
libre de L-arginina durante 24 horas antes de la realizacion del ex-
perimento. Ello nos permitié desentrafiar el problema puesto que,
en estas condiciones, era posible aumentar la formacion de NO por
las células, proporcionindoles L-arginina. Estos experimentos, jun-
o con otros mas sofisticados en los que utilizamos L-arginina mar-
cada y espectrometria de masa, mostraron que el NO se sintetiza a
partir de los atomos de nitrégeno guanidine presente en la L-argi-
nina (69), vy que la citrulina es otro producto de esta reaccién (fig.
12). La enzima responsable de esta conversion fue denominada NO
sintasa, v caraclerizada parcialmente por nuestro grupo, encontran-
dosela ser constitutiva, dependiente de NADPH v de Ca2+ (70).

-citrulling
generator cell WAL
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Fic. 12.—Sintesis de dxido nitricoe (NO) o partir de L-arginina. N*-hidroxy-L-arginina

es un producto intermedio inestable, L-citrulina se forma como copmducm La reac-

cidn reqguicre NADPH v oxigeno molecular v 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 evaluacion de
NYmonometil-L-arginina (L-NMMA) como inhibidor de la sintesis
de NO. Este andlogo de la L-arginina habia sido empleado previa-
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mente por John Hibbs v sus colaboradores para inhibir la conver-
si6n de L-arginina a NO.” y NO,” en macréfagos activados (68). En
nuestros ensayos demostrd ser un inhibidor eficaz v selectivo, tan-
to de la generacion de NO por las células endoteliales en cultivo,
como de la relajacién dependiente de endotelio en anillos de aorta
de conejo (64). Atdn mds, producia una contraccién en el anillo vas-
cular, que era endotelio-dependiente v proporcional a la concentra-
cién, indicande que no sélo inhibia la produccién basal de NO sino
gue este NO era responsable del mantenimiento de un tono vasodi-
latador en el tejido (71). Ademas, observamos que la L-arginina re-
vertia, en una lorma dosis-dependiente, el efecto del inhibidor
(fig. 13).
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Fis. 13 —Reversién por L-arginina {(L-Arg) del efecto inhibidor de N monometil-L-

arginina (L-NMMA) sobre la relajacion inducida por acetileolina (ACh) en cilindros

adrticos desprovistos de endotelio, Cada punto es la media de tres experimentos. Fi-
pura tomada en la referencia 71,

A partir de esta informacién decidimos estudiar si L-NMMA era
capaz de inducir vasoconstriccién en un érgano perfundido. Hacien-
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do uso de corazones aislados y perfundidos demostramos que L-
NMMA causaba un incremento de la presion de perfusion corona-
ria dependiendo de la concentracion, 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 formacion de NO
a partir de L-arginina en la circulacién coronaria desempefiaba un
papel, al menos en el corazon aislado perfundido, como regulador
del tono vascular v como mediador de la vasodilatacion inducida por
acetilcolina,

El hallazgo principal de esta serie de experimentos fue realiza-
do unos meses mas tarde cuando estudiamos el efecto de L-NMMA
en la presion arterial de conejos anestesiados. En este modelo cons-
tatamos que la inhibicién de la sintesis de NO conduce a una res-
puesta hipertensiva prolongada que, interesantemente, se revertia al
inyectar L-arginina por via intravenosa (fig. 14, 74). Puesto que L-
MMMA no posee actividad vasoconstrictora directa, ello sugeria que,
en el sistema vascular, existe un tono vasodilatador que es depen-
diente de NO. Posteriormente demostramos que L-NMMA causa
vasoconstriccién marcada en todos los lechos vasculares examina-
dos, incluyendo el antebrazo humano (75); ademas, que este com-
puesto es activo cuando se administra por via oral (76), e induce
en los animales una hipertensién significativa durante el tiempo que
es ingerido (77). Todos estos resultados han sido confirmados por
muchos laboratorios alrededor del mundo v constituven la base de
nuestra propuesta que, en ¢l sistema vascular, hay un tono fisiolo-
gico vasodilatador dependiente del NO sobre el cual actian. influen-
clas vasoconstrictoras (78).

El descubrimiento de este tono vasodilatador dependiente de NO
también desentrafié la existencia de un sistema nitrovasodilatador
endégeno cuvas acciones son imitadas por compuestos tales como
el trinitrato de glicerina y el nitroprusiato sédico, substancias cono-
cidas hace mucho por su eficacia clinica (78) v que actian como
resultado de su conversion en NO (79), La reaccién del NO con el
dtomo de Fe® presente en el grupo prostético hemo de la guanila-
to-ciclasa soluble, produce un incremento de mas de 50 veces en la
velocidad de sintesis de GMP ciclico, lo que origina la relajacion vas-
cular (80).

Ademas de sus propiedades vasodilatadoras, el NO inhibe la agre-
gacion plaquetaria a través de un mecanismo dependiente de GMP
ciclico. Ademas tiene una accidén sinérgica con la accién antiagre-
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Fic. 14.—A) Efecto de N monometil-L-arginina (L-NMMA, 100 mgkg iv.) sobre la

presion sangufnea (BP) v la frecuencia cardiaca (HR.). El trazo moswrado es repre-

gentative de tres experimentos en los cuales la duracion del efecto de L-NMMA, durd

- entre 60 v 90 min. B) Reversidon del cfecto de L-NMMA (100 mg'kg iv.) sobre BP ¥
H.E. por L-arginina (300 mgke iv.). Figurs tomads de la referencia 74

gante de la prostaciclina que actia incrementando la concentracion
de AMP ciclico. A diferencia de ésta, el NO es también un potente
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inhibidor de la adhesion plaquetaria. Atin mas, las plaguetas son ca-
paces de sintetizar NO, v la via L-arginina: NO constituye un me-
canismo de retroalimentacién negativo que regula la activacion pla-
quetaria (81). Por tanto, es probable que in vivo la agregacién pla-
quetaria 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 regulaciéon de la in-
teraccion entre leucocitos v la pared vascular, ya que inhibe la ac-
tivacidn leucocitaria in vitro (82) e in vivo (83). Ademas, se ha de-
mostrado que el NO modula la proliferacién de las células del mus-
culo liso (84). Por lo tanto, es posible que el NO participe en el
control homeostitico general del sistema vascular v que alteracio-
nes en su liberacién o en sus acciones puedan contribuir a situa-
ciones patologicas tales como hipertension, vasoespasmo y ateros-
clerosis.

Un gran numero de enfermedades cardiovasculares han sido aso-
ciadas a una alteracién en la produccién vascular de NO. Se ha
observado una disminucién de la relajacion dependiente del endo-
telio en anillos de arterias aterosclerdticas humanas (85), lo que se
acompafia por un incremento en la respuesta a substancias vaso-
consirictoras. Aun mads, se ha encontrado que la vasodilatacién in-
ducida por flujo sanguineo y por acetilcolina esta disminuida en la
circulacion coronaria de pacientes con aterosclerosis (86). La dila-
tacion mediada por flujo estd también disminuida en fumadores, en
ninos con hipercolesterolemia familiar v en pacientes con enferme-
dad coronaria(87). Un hallazgo de interés, es que la administracion
intravenosa de L-arginina normaliza no sélo la disfuncién vascular
en humanos (88, 89) y animales (90) hipercolesterolémicos, sino que,
ademads, es capaz de disminuir el grosor de las lesiones ateroscle-
réticas (90).

La actividad relajante dependiente del endotelio parece también
estar disminuida en pacientes con hipertension esencial (91). En
efecto, la respuesta del flujo sanguineo del antebrazo a L-NMMA,
pero no a noradrenalina, estd disminuida en pacientes con hiperten-
sion esencial, lo que hace pensar que un déficit en la sintesis de NO
podria contribuir a la génesis de esta patologia (92). Por otra par-
te, el tratamiento con L-arginina previene el desarrollo de hiperten-
sién en animales propensos a esta enfermedad (93) y también cau-
sa una rapida reduccién de la presién sistélica y diastélica cuando
se infunde en voluntarios sanos y en pacientes con hipertension
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esencial (94, 95). En otros experimentos se ha observado que los
vasos sanguineos de animales diabéticos demuestran una disminu-
cién de la relajacién dependiente de endotelio, en forma similar a
aquellos pacientes sometidos a trasplante de corazdn-pulmén por
enfermedad pulmonar crémica terminal (véase 96).

Estudios recientes sugieren aplicaciones clinicas del NO en algu-
nas alteraciones pulmonares, va que la inhalacién de NO gaseoso
en animales (97, 98) v humanos (99) puede revertir la vasoconstric-
cion pulmonar debida a hipoxia o a hipertensién pulmonar. Se ha
encontrado, ademais, que la inhalacién de bajas concentraciones de
NO (5-40 ppm) protege contra el sindrome de distrés respiratorio del
adulto (ADRS) (100, 101). Ain mas, la administracion prolongada
de NO (7 dias) resulta en una mejoria sostenida de la funcidn pul-
monar, El NO inhalado dilata de manera selectiva los vasos de las
regiones pulmonares ventiladas, produciendo una mejoria del cocien-
te ventilacidn: perfusién, con la ventaja de estar desprovisto de efec-
tos hemodindamicos sistémicos (100). En este contexto, es interesante
sefialar que el aire exhalado por animales v humanos contiene NO
endégeno en concentraciones entre 5 v 20 ppb (102).

OXIDO NITRICO Y SISTEMA NERVIOSO

Un avance de gran trascendencia en el conocimiento de la ac-
cion biologica del NO surgié a raiz de nuestro descubrimiento de
la generacion de NO a partir de L-arginina en el cerebro. Este ha-
llazgo ocurrié como consecuencia de haber encontrade dos obser-
vaciones en la literatura, realizadas hacia va 10 afos, que adquirian
nueva relevancia a la luz de nuestros hallazgos en el endotelio.
Deguchi v sus colaboradores habian descrito en homogeneizados de
cerebro una substancia de bajo peso molecular capaz de estimular
la guanilato ciclasa soluble (103), que identificaron posteriormente
como L-arginina (104). Ademas, Miki v sus colegas habian en-
contrado gue la guanilato ciclasa seluble del cerebro podia ser es-
timulada con NO gaseoso (105). Nuestros experimentos empleando
sinaptosomas de cerebro de rata, pusieron de manifiesto la forma-
cion de NO v citrulina acompafiada de un incremento del GMP ci-
clico, siendo ambos dependientes de Ca® (fig. 15) e inhibidos por
L-NMMA (106). La publicacién de este articulo fue precedida unos
meses antes por la descripcién de John Garthwaite v su grupo de

- TR
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Fic. 15 —Dependencia de calcio (Ca®) para la sintesis de NO y citruling a partir de
L-arginina ¢n citosol sinaptosdmico de rata. La velocidad de sintesic de NO a partir
de 100 puM de L-arginina, a diferentes concentraciones de calcio libre. La formacitn
de NO fue determinada por la estimulacion de guanilato-ciclasa (A) o por la veloci-
dad de sintesis de ‘H-citrulina a partir de 0.2 uM de L-'H-arginina (B). La actividad
de guanilato-ciclasa es expresada como porcentaje de aguella producida por 10 gM
de S-nitroso-N-acetil penicilamina a cada concentracién de Ca® libre. Figura
tomada de la referencia 106.

la liberacién de una substancia con propiedades de EDRF a partir
de células de cerebelo de rata cuando éstas eran estimuladas con
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N-metil-D-aspartato (NMDA), agonista para un subtipo de receptor
de glutamato (107). Posteriormente se demostré que el incremento
de los niveles de GMP ciclico que resultan de la estimulacién del
receptor de NMDA, son potenciados por L-arginina v antagonizados
por L-NMMA v otros inhibidores de la NO sintasa. De este modo,
se ponfa en evidencia que, efectivamente, el NO es el mecanismo de
transduccion de la activacion inducida por la estimulacién del re-
ceptor de glutamato (véase 50, 108). Todo esto nos condujo a formu-
lar la hipétesis de que la generacion de NO a partir de L-arginina
es un mecanismo general para la estimulacion de la guanilato ci-
clasa soluble (50).

Desde entonces, este campo de investigacién ha florecido. Se ha
detectado la actividad de la NO sintasa, en cantidades variables, en
todas las areas del cerebro examinadas, hallandose la actividad
maxima en cerebelo v bulbe olfatorio {véase 109, 110). Utilizando
anticuerpos especificos anti-NO sintasa de cerebro de rata, se ha
estudiado la distribucion de esta enzima en diversos tejidos anima-
les mediante técnicas inmunohistoquimicas, poniéndose de manifies-
to que dicha actividad estd ampliamente distribuida (111). Asi, se
ha demostrado que en cerebro humano, la NO sintasa se halla pre-
sente en corteza cerebral, hipocampo, hipotilamo, cerebelo, bulbo
raquideo y médula espinal, localizindose principalmente en neuro-
nas (112). Mas recientemente, hemos realizado un estudio sistema-
tico de inmunohistoquimica en el cerebro de la rata que demues-
tra en detalle la distribucién muy amplia de la NO sintasa (113).

Progresivamente se ha acumulado evidencia que sugiere que el
NO juega un papel en la formacion de memoria (114-117). Datos
obtenidos in vitre indican que, tras estimulacién especifica del
receptor de glutamato, el NO es liberado de una fuente postsindp-
tica para actuar presindpticamente en una o probablemente mas
neuronas. Ello conduce a un aumento de la liberacion de glutama-
to vy, como resultado, a una elevacién estable de la transmision si-
naptica, fendémeno conocido como potenciaciéon a largo plazo, que
se cree implicado en la formacién de memoria (118). Experimen-
tos realizados con animales parecen apovar la idea de que el
NO desempeiia un papel en la memoria puesto que han demostrado
gque la inhibicién de la sintesis de NO in vitro altera el apren-
dizaje (119).

Es posible que el NO tenga un papel fisiolofico en la regulacion
de la circulacién cerebral (120, 121). Efectivamente el NO puede ser
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el factor, por tanto tiempo buscado, que conecta la actividad neu-
ronal con aumentos locales en el flujo sanguineo (122). Otras fun-
ciones en las que se ha propuesto un papel para el NO generado
en el sistema nervioso central incluyen el comportamiento alimen-
tario (123), la hiperalgesia (124) vy la tolerancia a la morfina (125).

La liberacién excesiva de aminodcidos excitatorios tales como el
glutamato esta asociada a la aparicién de convulsiones y algunas
formas de neurotoxicidad. El nexo entre la estimulacion del recep-
tor, por estos aminoacidos y la activacién de la NO sintasa llevo a
sugerir que la produccion excesiva de NO podria estar implicada en
condiciones tales como la epilepsia v la isquemia cerebral (50). La
evidencia que apoya esta hipdtesis a partir de modelos de epilepsia
e infarto cerebral se ha obtenido tanto in vitro como in vive (126-
128). En algunos modelos in vive, sin embargo, los inhibidores de
la NO sintasa aumentan el dafio (129). Estos resultados aparente-
mente contradictorios quizd puedan atribuirse a que los inhibido-
res disponibles son incapaces de reducir la liberacién neuronal de
NO sin afectar otros mecanismos dependientes de esta molécula, ta-
les como el flujo sanguineo v la agregacion plaguetaria. Un hallaz-
go interesante es gque ¢l NO contribuye a la neurotoxicidad induci-
da por virus en células corticales cultivadas (130) e in vivo (131).

La actividad enziméatica 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 neuro-
nas de la corteza cerebral. Esta localizacion 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
sulrir degeneracién en procesos tales como el ataque cerebral isqué-
mico, corea de Huntington o la enfermedad de Alzheimer, asi como
en modelos experimentales de isquemia. Ello hace pensar que las
neuronas con capacidad de liberar NO son resistentes a las accio-
nes citotoxicas de éste. Si éste fuera el caso, esta observacién pue-
de proveer importantes pistas para la comprension de la fisiopato-
logia de diversos desdrdenes neurodegenerativos.

Ciertas células del sistema nervioso central, tales como las célu-
las de microglia, pertenecientes a la estirpe de los monocitos/imacraé-
fagos, pueden expresar la forma inducible de la NO sintasa (134).
Esta demostrado que la microglia activada produce cantidades de
NO suficientes para matar neuronas cerebrales en cocultivo (135).
La microglia ha sido implicada en la patogénesis de un buen mi-
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mero de enfermedades que incluyen la esclerosis maltiple, las en-
fermedades de Alzheimer v de Parkinson y la demencia asociada al
SIDA.

El NO se encuentra asimismo en varios nervios periféricos don-
de puede jugar un papel en la transmisién sensorial (136) v actuar
como transmisor o modulador en al menos algunos nervios descri-
tos hasta ahora como no-adrenérgicos, no-colinérgicos (NANC)
(137, 138).

En el tracto gastrointestinal, ¢l NO parece ser responsable de las
relajaciones mediadas por estimulacién NANC del fondo gastrico de
la rata (139) v de la relajacion adaptativa del estémago en respues-
ta a la presion intragéstrica (140), Puede a la vez estar involucrado
en la inhibicion NANC del esfinter esofdgico inferior (141), la fun-
cién motora del esfinter de Oddi (142) v la regulacion de la motili-
dad de la vesfculs biliar (143). La estimulacién de nervios NANC
presentes en la unidn ileocolénica canina libera un factor con las
caracteristicas del NO (144). Los inhibidores de la NO sintasa re-
ducen la relajacion NANC en la taenia coli (145) v en el musculo
del esfinter interno anal humano (146). En el colon humano la in-
munotincién con antisuero anti-NO sintasa del cerebro de rata ha
demostrado la presencia de la enzima constitutiva en los plexos
mientéricos v submucosos, tanto en los cuerpos neuronales como en
sus fibras (112). Un trabajo en el cual se estudia la distribucién his-
toquimica de la NADPH diaforasa en biopsias obtenidas de nifos
con estenosis pilérica hipertréfica, sugiere que la carencia de NO
sintasa en el tejido pilorico puede ser la responsable del espasmo
pildrico caracteristico de esta alteracion (147). Nosotros hemos de-
mostrado recientemente usando anticuerpos especificos anti-NO sin-
tasa que en los plexos mientéricos de pacientes con acalasia tam-
poce hay NO sintasa (148).

Merece la pena destacar que en algunas de estas preparaciones
gastrointestinales in vitro e tn vivo (149), la inhibicion de la sinte-
sis de NO desencadena un efecto contractil (fig. 16), semejante al
aumento de la presién arterial que se observa al inhibir la NO sin-
tasa en el sistema vascular. Este hecho sugiere que en ambos siste-
mas existe un lono dilatador dependiente de NO que es crucial para
su funcidn fisieldgica y que proporciona una base sobre la cual
actuan las influencias contrictiles,

La via L-arginina: NO desempefia un papel fundamental en la
relajacién del cuerpo cavernoso humano (150). La relajacion provo-
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EFFECT OF L-NAME ON JEJUNAL INTRALUMINAL PRESSURE IN
THE RAT
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Fig. 16.—Efecto de la administracion de N-nitro-L-arginina, metil-ester (L-NAME),

sobre la presidn intraluminal en yeyuno de rata anestesiada, El incremento de la

presidn v contraceidn muscular inducida por L-NAME (10 mg/kg iv.) es reducido por
L-arginina (100 mg/ke {v.). Figura tomada de la referencia 149,

cada por la estimulacion elécirica de estos tejidos in vitro, se pre-
viene con inhibidores de la NO sintasa y se imita con donadores de
NO (150-152). Asimismo, se ha encontrado evidencia inmunchisto-
quimica de la presencia de NO sintasa en nervios del pene de rata,
perro ¥ hombre. La enzima se ubica en neuronas del pene que iner-
van el cuerpo cavernoso y en plexos neuronales de la capa adventi-
cia de las arterias del pene (152). Dosis pequefias de NG-nitro-L-
arginina, otro inhibidor de la sintesis de NO, inhiben la ereccion del
pene inducidas por estimulacién eléctrica en la rata (153). En suma,
estos datos demuestran que el NO es el mediador comin final de
la ereccidon del pene.

Se ha demostrado, ademds, el papel del NO en otros 6rganos con
inervacion NANC (121, 138), tales como tiras de arterias basilar y
cerebral de perro y mono, ademis de arteria basilar de cerdo. A esto
se afiade que en la arteria cerebral media de la oveja, se ha demos-
trado que la vasodilatacidn, inducida por el péptido intestinal va-
soactivo, se debe a la liberacién de NO por los nervios NANC.
Recientemente se ha demostrado que el NO contribuye a la relaja-
cién inducida por estimulacién NANC del masculo traqueal de co-
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bayo (154) v humano (153). Mas aan, la inhibicién de la sintesis de
NO en ratas induce hiperactividad de la vejiga (156}

En suma, en todo el cuerpo existe un amplio sistema de nervios
gue utilizan NO como mediador o como modulador de la neuro-
transmision. Estos nervios son tan importantes como los nervios
adrenérgicos, colinérgicos y peptidérgicos y su disfuncién puede de-
terminar la aparicién de varios desordenes, entre otros, la impoten-
cia masculina,

OXIDO NITRICO Y EL SISTEMA INMUNE

Otra vertiente contribuyé al descubrimiento del NO. Esta comien-
za en 1916, al encontrarse que los mamiferos, incluyendo ¢l hom-
bre, excretan NO,” en la orina y que el origen de éste es enddgeno
{1537), En principio se creyd que la generacion de NO_” se trataba
de un sub-producto del metabolismo de la flora intestinal; pero en
1981, Steven Tannenbaum y sus colaboradores demostraron, em-
pleando ratas libres de gérmenes, que el NO” era de origen mami-
fero (158). Posteriormente Mike Marletta y Dennis Stuehr constata-
ron que los niveles sanguineos y la excreciéon urinaria de NO,” se
elevan tras la exposicion a lipopolisacarido (LPS) bacteriano (67) v
gue macréfagos de peritoneo de raton activados con LPS e interfe-
ron-y sintetizan NO,” y NO,” (159). Casi simultineamente, John
Hibbs demostré que los macréfagos activados ejercian una accion
citotéxica contra células tumorales v que ésta dependia de la pre-
sencia de L-arginina (160). Se demostré ademas que L-arginina era
transformada a L-citrulina, ¥ que L-NNMA inhibia esta conversion,
a la vez que prevenia las acciones citotoxicas de los macrofagos (68).
Puesto que NO,” y NO,” no tienen propiedades citotoxicas, nosotros
propusimos que el NO debia ser el compuesto citotéxico generado
por los macrdfagos activados (50). Esto fue demostrado mas tarde
por tres grupos independientes (161-163).

El NO producido de esta manera es cititéxico o citostatico [ren-
te a células tumorales v a microorganismos intracelulares como
Micobacterium tuberculosis y la Leishmania major, asi como frente
a hongos v helmintos cuvo tamafo es demasiado grande para ser
fagocitados. Entre ellos se encuentran Cryptococcus neoformans,
Toxoplasma gondii, Schistosoma mansoni v Plasmodium falcipartm
(ver 164, 165). La base bioguimica de la citotoxicidad inducida por
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NO depende de la combinacién del NO con enzimas claves del ci-
clo respiratorio y de la ruta biosintética de ADN (ver 164). Este NO
se genera también por una NO sintasa, esta vez inducible, que es
capaz de producir grandes cantidades de NO por periodos largos
{ver 166).

Tres conceptos importantes surgieron de este trabajo: la enzima
que sintetiza NO en macrofagos activados es diferente de aquella
presente en el endotelio v en el sistema nervioso, va que no se ex-
presa constitutivamente sino que es inducida por endotoxinas o cier-
tas citoguinas. Esta induccién, como descubrimos posteriormente
con Marek Radomski ¥ Massimo Di Rosa, es inhibida por glucocor-
ticoides anti-inflamatorios (167, 168). En segundo lugar, es posible
que el NO no sélo posea propiedades cititoxicas perse, sino que
ademds puede interactuar con otras moléculas, como O, para for-
mar productos con mayor citotoxicidad (169). Esta hipdtesis, que es
atn controvertida, es, sin duda, de gran interés. Por daltimo, el ha-
llazgo de la generacién de NO por la enzima inducible podria ex-
plicar el fenémeno de la inmunidad no especifica, el cual no se
restringiria s6lo a las células del sistema reticuloendotelial, como se
ha pensado, sino que también tendria lugar en muchas otras célu-
las somiticas, incluvendo el endotelio vascular v el masculo
liso vascular (166). Induccién de la NO sintasa ha sido demos-
trada en muchas células del organismo, incluyendo hepatocitos mu-
rinos (170), ¥ en humanos, en hepatocitos, vy condrocitos (véa-
se 171).

La induccién de la NO sintasa en el endotelio vascular y en las
células del musculo liso posee una especial significacion, va que ha
ayudado a esclarecer la hipotension v la hiporeactividad a vasocons-
trictores, caracteristicas del chogue séptico y de la terapia con ci-
toquinas (véase 96, 172). El hecho de que la NO sintasa se induzca
en miocardio y tejido venoso sugiere que la relajacion venosa y la
disfuncién cardiaca observadas en estas condiciones también pue-
den deberse a NO (172).

Las sintasas de NO constituyen una familia de isoenzimas que
contienen el grupo hemo y requieren multiples cofactores para su
actividad, por lo tanto poseen dominios de union a cofactores de
dxido-reduccién (ver 173). Hasta ahora, estas enzimas se han puri-
ficado a partir de varias fuentes, incluvendo el cerebelo humano
(174). Los genes para las enzimas constitutivas de cerebro (175), v
de endotelio vascular (176), ademés de la forma inducible de ma-
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crofagos (177) han sido clonados v secuenciados. Las enzimas cons-
titutivas de diferentes tejidos poseen pesos moleculares semejantes,
que varian desde 135 kDa para la enzima endotelial hasta 155 kDa
para la enzima neuronal. Las enzimas nativas son un homodimero
de tales sub-unidades (178). La sub-unidad de la enzima induci-
ble de macréfago posee un peso molecular de 130 kDa, cercano a
aquél de la enzima endotelial constitutiva. Si bien la secuencia pep-
tidica de las enzimas constitutivas del cerebro de mamiferos presen-
ta grandes similitudes (aprox. 90 %), sélo existe un 60 % de homo-
logia entre las enzimas constitutivas procedentes de cerebro de rata
v células endoteliales bovinas. Es interesante notar la homaologia
existente (36 % de secuencia idéntica) entre la citocromo P-450 re-
ductasa y dilerentes NO sintasas (para referencia, ver 177). Adn
mas, la NO sintasa endotelial, pero no la neuronal ni la de macra-
fagos, contiene una secuencia de consensus para la miristoilacion
del aminodcido terminal, lo que puede explicar que una alta propar-
citn de la forma endotelial esté asociada a la membrana (175, 177).

Tanto la enzima constitutiva como la inducible tienen sitios de
reconocimiento para NADPH, flavinadenindinucledtido (FAD) v fla-
vinmonucledtico (FMN), asi como también sitios de fosforilacion v
una secuencia de consenso para la unién de calmodulina. Todas las
isoformas de NO sintasa requieren de tetrahidrobiopterina (179).

En humanos, se han 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 cro-
mosoma 12 vy aquél para el tipo inducible esta localizado en el
cromosoma 17 (ver 173),

La clasificacion actual de las NO sintasas se ha basado en el
hecho de que las enzimas de cerebro v de endotelio son constituti-
vas y activadas por Ca’/calmodulina mientras que las isoforma de
macrofagos es inducible e independiente de Ca®*. Sin embargo, re-
cienternente se ha encontrado que las tres formas poseen secuencias
para la fijacion de calmodulina (175-177), v que existe calmodulina
unida fuertemente a la enzima inducible del macrdfago (180). Ade-
maés, en el intestino de ratas se induce una NO sintasa también
dependiente de Ca* tras el tratamiento con endotoxina (181) e IL-
1 induce una NO sintasa también dependiente de Ca® en condroci-
tos de conejo (182), Por otro lado, la expresion de la enzima cons-
titutiva puede ser inducida en diversos tejidos por estrégeno (183),
v en el cerebro tras el tratamiento con cloruro de litio v tacvina
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{184). En suma, hav una mayor variedad de isoenzimas de lo que
se habia supuesto inicialmente, v en el futuro se necesitard una cla-
sificacién mas exhaustiva.

El hecho de que el NO, un simple gas resultado de la combina-
cion de los dos gases mas comunes en la atmosfera, desempefie el
papel de un importante mediador bioldgico nos hizo pensar que su
aparicion en el reino animal debia tener un origen evolutive muy
temprano (166). Asi, encontramos que el cangrejo herradura (Limu-
lus polyphenies), una especie cuva existencia alcanza 500 millones
de afios, sintetiza NO a partir de L-arginina con el fin de evitar la
agregacion de hemocitos en circulacién (185; fig. 17). Posteriormen-

time (sac)
o 30
0y
L—Arg
D—NMMA
c
100 1 s L—NMMa,

Fig. 17.—Efecto de L-arginina (L-arg) ¥ N™-monometil-L-arginina (L-NMMA) sobre la
agregacion ex vive de hemocitos del cangrejo herradura (Limulus polyphemus). La
agregacidn de hemocitos contrel () tene lugar con un retardo de aproximadamente
30 segundos v alcanza 72 « 11 por 100 de la méxima transmisidn de luz. Este valor
no fue significativamente diferente del obtenido en muestras de cangrejos tratados con
D-NMMA, el isdmero inactivo de L-NMMA (66 £ 129 p> 0.05; n=3). Sin embargo,
la agregacion de hemocitos procedentes de cangrejos tratados con L-NMMA, apare-
cid inmediatamente ¥y fue mixima. Por el contrario, hemocitos obtenidos de cangre-
jos tratades con L-arg, mostraron una agregacion disminuida (19+ 11 % n = 3],
Figura tomada de la referencia 185
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te, se ha demostrado que un insecto hemdfago, Rhodiins prolivux,
inyecta NO unido a Fe* en la sangre de su presa para producir
vasodilatacion, inhibir la agregacién plaquetaria y facilitar la aspi-
racion de sangre (186), v que la estrella de mar, un equinodermo,
se vale del NO como mediador neuronal de su motilidad intestinal
(187). Todos estos datos sugieren gque la via L-arginina: NO es un
sistema primitivo pero altamente funcional, que ha sido mantenido
a través de la evolucidn del reino animal como senal de comunica-
cion celular.

Quisiera concluir diciendo que los dltimos veinte anos han sido
inmensamente estimulantes en relacion a lo que denomino «casua-
lidad, disefio, casualidad». Hemos tropezado con hallazgos que han
constituido la base de desarrollos légicos, sélo para volver a trope-
zar con lo inesperado. Si alguna guia he observado, ha sido la de
mantener una vision amplia mientras analizamos sistematicamente
las hipdtesis que constantemente lanzamos como redes. Asi, hemos
obtenido informacién acerca de una diminuta parcela de realidad
previamente desconocida,

El rasgo mas distintivo de todo este proceso ha sido la interac-
cion humana v la manera en la cual tanta gente ha contribuido en
forma positiva. De mis primeros dias de formacion en la Faculiad
de Medicina de El Salvador puedo distinguir la clara influencia de
muchos, sobre todo la de Maria Isabel Rodriguez y Augusto Cam-
pos. De mis dias en el Colegio Real de Cirujanos, tanto John Vane
como Sergio Ferreira fueron una importante influencia. Durante los
tltimos 15 afios, cuatre personas han contribuido en gran medida
a mi investigacién: Richard Palmer, Marek Radomski, Gillian Hen-
derson v Annie Higgs. Quisiera también expresar mi agradecimien-
to al apoyo v colaboracién que me han brindado mis colegas y es-
tudiantes de Espafa, entre ellos: Pedro Lorenzo Velazquez, Juan Es-
plugues, Francisco Guarner, Jos¢ Ramén Berrazueta, Marfa Angeles
Moro, Ignacio Lizasoain, Eduardo Nava, Marisabel Mourelle, Eduar-
do Salas, Alfredo Martinez v José Rodrigo.

He dicho.
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LAUDATIO
Excmoe. Sr. D. PEpro SANCHEZ GARCiA

Académico de Niamero

Excmo. Sr, Presidente
Exmos. Senores Académicos
Sras, y sres.

I

Esta es una ocasion especial. Hoyv un dia singular. Vivir este
momento un regalo para quien les habla. Por ello ustedes entende-
ran perfectamente la gratitud que debo a mis companeros de Aca-
demia. Ellos han permitido que vo pronuncie el discurso de presen-
tacién, «la laudatio» del profesor Salvador Moncada, que hoy ingresa
en nuestra Academia como Académico de Honor. El profesor Mon-
cada es un entrafiable v querido amigo mio, una persona ejemplar
v un cientifico de muchos quilates y alcance planetario. ;Gracias!,
pues, Sr. Presidente; {gracias!, Sres. Académicos, por el honor que
me hacen. Pocas cosas podrian alcanzarme tanto.

Salvador es una persona joven, imaginativa, e ilusionada, que
goza del raro privilegio de transmitir su entusiasmo a quienes le ro-
dean. Es de los que “prefiere el camino a la posada”. No podia ser
menos cuando él ha inaugurado rutas nuevas jamas holladas; ha
vivido v descubierto realidades por otros apenas sonadas.

Conoci a Salvador Moncada en su patria de adopcidn, El Salva-
dor (C.A.), en la década de los sesenta, una luminoa mafana tropi-
cal, muy entrada la primavera, cuando se acercé a la Facultad de
Medicina, donde yo trabajaba en aquel entonces, para solicitar su
admision como estudiante. Llamé a la puerta de mi despacho. Yo
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debia entrevistarle como requisito previo para su ingreso. Aun re-
cuerdo aquel joven, alegre, activo, brillante y sofiador. Treinta afos
mas tarde, adn joven, aquella pristina promesa juvenil se ha con-
firmado. Tenia va entonces v sigue teniendo la fortaleza, disciplina
v cardacter de un corredor de fondo. Las cotas que alcanzé dan fe.
En todo caso queda mucho por venir, Salvador es de las personas
que se maravillan ante las cosas que son v se pregunta porgue no
han sido las que no son y se pone manos a la obra.

Recibir hoy a una persona con el talento v el talante que posee
Don Salvador Moncada, es motive de particular satisfaccion. Méri-
tos a él le sobran, tanto como a mi fervor para ejercer el gozoso
derecho de la alabanza.

Se ha dicho que algunos hombres despiertan admiracién en ra-
zon de sus valores intelectuales; otros, quizds menos, lo hacen por
el encanto magnético que emana de su personalidad; cuando am-
bos atributos se dan juntos en la misma persona, su influencia se
hace irresistible. Este hombre es Salvador.

o

Nacié Don Salvador Moncada en Tegucigalpa (Honduras) media-
dos los afios cuarenta. Siendo todavia un nifio, con poco mas de
cuatro afios, su familia se vio obligada, por razones politicas, a vi-
vir exiliada en El Salvador, un hermoso pafs también conocido como
el Pulgarcito de Centro América. Su padre, don Salvador, luchaba
por la libertad de su pueblo. Estas debilidades, entonces, v a veces
ahora, solian costar penas, cuando no sangre, sudor v lagrimas. El
dictador Tiburcio Arias no debié entender muy bien la tentacién
democritica de Don Salvador y decreté su exilio. Y fue El Salvador
su segunda patria,

«... Hasta donde puedo recordar —mie dice— siempre estuve inter-
sado por la Biologia v por los experimentos bioldgicos...». Con no mas
de 10 anos, Salvador recogié algunas hormigas gigantes (Zompopos
de Mavo) que aparecen en El Salvader pocos dias antes del comien-
zo de la estacion lluviosa v que sélo viven un par de dias. Traté de
reproducir, en una caja, el ambiente en el que estos insectos se
desarrollaban naturalmente, con la idea de mantenerlos vivos duran-
te semanas o meses. Hermoso v critico experimento juvenil que
desgraciadamente fallé. S6lo Dios sabe cuanto ayudaron estas pris-
tinas vivencias al desarrollo de su vocacion cientifica. El profesor
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Moncada tuvo siempre muy clara la idea de estudiar Medicina y
estaba convencido de gque su vocacién era la Pediatria. Error éste
de gran alcance para la Pediatria, pero un regalo singular para la
Farmacologia, Estardn ustedes de acuerdo.

Esta peripecia vital de infancia y juventud, unida a la vivencia
de libertad que respira en el ambito familiar, a su entusiasmo vy
apasionamiento, probablemente condicionaron su trayectoria perso-
nal y cientifica. Los psicdlogos tienen razdn; una infancia asi vivi-
da da como resultado hombres adultos libres, equilibrados v que
saben de donde vienen v adonde van.

m

Salvador estudié el Bachillerato en el Instituto Nacional de El
Salvador. En aquellos afios, todavia un adolescente, se da cuenta de
la terrible injusticia social que vive su pais de adopcion, lo mismo
que sus hermanos centroamericanos v recuerda con profundo pesar
—me dice— las hambres de todo tipo vy el sufrimiento del pueblo
salvadorefio. Esta vivencia desarrollé en él un sentimiento de soli-
daridad v el hdbito de la lucha, que le hacen rechazar todo tipo de
opresion. En este ambiente comienza su carrera en la Facultad de
Medicina apenas estrenados los afios 60. Le distingue siempre su
cardacter hondurefio de nacimiento v salvadorefio de adopcién v de
corazén. Alll le conoci yo como alumno.

En la Facultad de Medicina de El Salvador —confiesa— encontro
un ambiente intelectualmente muy estimulante, Su paso por aquella
querida Facultad, a caballo entre la Doble Via v el Hospital Rosales y
al amor del Parque de Cuscatlin, donde florecen el Arbol de Fuego v
los Maquilishuats, fue critica en la vida de Salvador. En aquel enton-
ces era va una Facultad modélica, treinta v bastantes afios hace; mo-
délica digo, ¥ no es un decir, con lenguaje de Vallejo, en el continen-
te americano. Y ello fue obra de grandes maestros; en particular del
profesor Fabio Castillo v de la profesora Maria Isabel Rodriguez, a
quien hoy felizmente tenemos sentada en la Presidencia de esta Real
Academia. Para mi, aquello fue una experiencia inolvidable. Con fre-
cuencia acostumbro a decir que nuestra Facultad de Medicina de la
UAM, empieza a parecerse a la Facultad de Medicina salvadorefia que
vo vivi. El propio Salvador me dice: «...Apenas ingresé me senti fasci-
nado por aguel ambiente. Al final de mi primer asio traté de buscar un
trabajo durante las vacaciones y me topé con el Dr. Milton Thiago de
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Mello trabajando en un provecto sobre la “Enfermedad de Chagas”. Gocé
la oportunidad v me envenend...»,

v

«Los afios que estudié Anatomia, Fisiologia v Farmacologia —cuenta
Salvador— fueron los mejores. Al lado de Fabio Castillo, Maria Isabel
Rodriguez v Augusto Campos me sentf atraido por la Farmacologia v la
Medicina Experimental. Ya no pensé nds en ser pediatra. »

«Al margen de ofrecernos un ambiente médico estimulante ague-
llos avias contribuyeron a nuestro desarrollo intelectual —dice—. Allf
se discutia de todo, de ciencia, poesia, arte y justicia social. Ello nos
permitid entrar en contacto con la obra de Freud, Russel, Ghandi,
César Vallejo, Leon Felipe, Picasso, Vivaldi v finalmente Marx.»

Hablando con Salvador afloran recuerdos de aquellos dias. Uno
puede escucharle recitar un poema de César Vallejo o Ledn Felipe.
Por ejemplo:

«Qué estard haciendo esta hora
mi andina v dulce Rita de
funco v capuli; ahora que me
asfixia bizancio v dormita
la sangre como flojo cognac dentro de mis
(César Vallejo)

«Que no se acostumbre el pie
a pisar el mismo suelo

ni el tablado de la jarsa

nt la losa de los templos»

(Ledn Felipe)

Los fines de semana trabajaba v sofaba mientras estudiaba con
el Dr. Campos el problema del escape vagal, la paradoja cocainica
v otras cosas de menor importancia, que diria César Vallejo. Pero
reconoce, con emocion, que su principal influencia cientifica la re-
cibié de la Dra. M.* Isabel Rodriguez por su entusiasmo, fortaleza
de caricter y su vision v entendimiento de la realidad.

No hace mucho, con ocasién de un seminario en la Fundacién
Wellcome, al que me invit6 el profesor Salvador Moncada, decia vo:
“...Salvador perienece a esa clase de personas gue conoce niy hien
Sus prerrogativas pero se siente especialmente orgulloso de sus obli-
gactones. Su gran awtoridad, por todos reconocida, radica en saber fo-
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mentar el ambiente adecuado para no tener necesidad de ejercerla...»,
Pertenece a esa clase de hombres que casi todo lo hacen bien, a
quienes todo les sale bien v que a casi todos caen bien. Es de los
que abre el apetito de aprender.

V

« Yo vivia —cormenta— feliz en El Salvador, irmimerso en el mundo
intelectual que me rodeaba; pero la injusticia social [lagrante en el pais
me levd a la polftica. Después de una intensa actividad debi aban-
donar rdpidamente el pais a mitad de los 70. Me vi obligado a vivir
separado de mi familia (Doris v Claudia). Entonces conoci, con oca-
ston de un vigje a Guatemala, al Dy, Fernando Moling, profesor de
Fisiologia v amigo personal de juventud de Sir John Vane, que me co-
nectd con €l para viajar a Inglaterra v trabajar bajo su tutela. Allf ob-
tuve el Doctorado en Farmacologia (Ph. D.).»

Salvador llegd al reino Unido en febrero de 1971 v comenzd a tra-
bajar en el grupo de John Vane en el Roval College of Surgeons. John
le encargd el estudio de los efectos de la aspirina sobre las respuestas
evocadas por dcido araquiddénico. El experimento fue un éxito v Sal-
vador se integrd en el grupo del propio Vane v Sergio Ferreira, un
apasionado, inteligente v original brasilefio, que trabajaban juntos con
el fin de esclarecer el mecanismo de accidn de Frmacos antiinflama-
torios no esteroideos. Este proyecto constituyd una vivencia tinica de
lo que representa la emocién de descubrir en Ciencia v el germen de
su tesis para obtener el grado de pH.D. Los resultados de este traba-
jo pertenecen ya al acerbo mundial de la cultura médica.

V1

Con un gran bagaje cientifico a la espalda, Salvador decide volver
a Honduras, su patria (1974), v alli permanece dos afios tratando de
sacar del marasmo la ciencia local. La situacién de su pais era extre-
madamente pobre tanto fisica como intelectualmente. No se podia
investigar. Un afio mas tarde es invitado de nuevo por John Vane para
trabajar, en los Laboratorios de Investigacion de la Fundacion Well-
come, sobre los mecanismos de la inflamacién en el drea de prostanoi-
des v sus derivados. Salvador, en colaboracion con Philip Needelman
v Stuart Bunting, descubrié v purilicd a partir de plaquetas humanas
un enzima que transforma los endoperoxidos de PGs en TXA, enzima
conocido como tromboxano-sintetasa, Pero indudablemente la contri-
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bucion mas original v critica en el drea de los prostanocides fue el des-
cubrimiento de la prostaciclina, En colaboracion con Riszard, Grygles-
ki ¥ Bunting demuestra la presencia de un compuesto nuevo forma-
do en el endotelio que inicialmente se denominé prostaglandina X y
resultd ser uno de los antiagregantes mas potentes que se conocen. El
Dr. Moncada sugirié que al margen de existir un componente vaso-
constrictor y proagregante, el tromboxano A, debia existir y de hecho
existia otro vasodilatador y antiagregante. Era la prostaciclina; toda-
via sin cristianar. Los resultados experimentales fueron contundentes
v la hipétesis se confirmé. Salvador comenta que esta fue la vez que
mas cerca estuvo de correr v gritar ;Eureka!

La identificacion de la estructura de PGX se hizo en colabora-
cién con Laboratorios Upjhon v se anuncié en un Congreso Inter-
nacional en Santa Ménica (California, USA) el dia 3 de diciembre
de 1976, cuando Salvador cumplia 32 afios.

VII
La aventura del NO

Apenas descubierto el EDRF (factor relajante de origen endote-
lial) por Robert Furchgott, Moncada comienza a interesarse por este
problema (1985). Ulilizando técnicas de bioensayo en cascada, ra-
pidamente hace dos descubrimientos fundamentales: 1.°) que el
EDRF se destruye por iones superdxido v 2.°) que muchos inhibi-
dores del EDRF, lo hacen a través de este mecanismo. Furchgott
pronto reconocié la importancia de estos descubrimientos para el
desarrollo posterior de sus ideas sobre EDRF. Asi llega el afio 1986,
cuando Furchgott discute en Minnesota (UUSA) la posibilidad de que
el EDRF pudiera ser dxido nitrico (NO). El doctor Moncada vuelve
a Londres, idea un sistema para valorar 6xido nitrico v comparar
sus efectos con los del EDRF endégeno. Ello le permite concluir que
EDRF y NO eran la misma cosa. Para ello, utilizé un ingenioso sis-
tema de chemolimuniscencia desarrollado por la industria automo-
vilistica para medir 6xido nitrico como agente de polucién en la
atmosfera. Un afio mas tarde, descubre que el NO es biosintetiza-
do a partir de l-arginina y que no solamente se produce en los va-
sos, sino también en el cerebro. Estos hechos, conjuntamente con
la observacion de que la inhibicién del enzima que sintetiza éxido
nitrico —NO sintasa— da lugar a hipertensién, vy que los macréfa-
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gos generan NO representan las piedras angulares sobre las que
descansa el edificio NO. Hasta qué punto ha llegado es increible.
Visto retrospectivamente parece mentira que de una observacidn tan
sencilla, elegante v hasta cierto punto heterodoxa, como para ser re-
chazada inicialmente por los editores de Nature cuando el Dr, Ro-
bert F. Furchgott envié el trabajo sobre EDRF, se hava llegado a la
situacién actual. El EDRF de Furchgott y el NO de Moncada andan
ya por ¢l mundo solos. Alcanzaron la mayoria de edad; pero toda-
via viven una placentera juventud. Cudnto les queda v hasta donde
llegardan sélo Dios lo sabe. En todo caso este descubrimiento cons-
tituye uno de los mas sencillos, espectaculares y elegantes de la se-
gunda mitad de nuestro siglo. Justamente el 18 de diciembre del
pasado afio el NO fue elegido como la “molécula del aiio” por la
revista Science con el curioso titulo. "NO news arve good news”,

VIII

Ustedes lo han visto, Salvador Moncada, hombre joven, sencillo,
generoso v apasionado, si los hay, genio v talento a la vez, ha de-
sarrollado una labor farmacolégica excepcional y universalmente
reconocida.

Pero al margen de su interés estrictamente cientifico, no debemos
dejar de resefiar el profundo impacto que los hallazgos de Salvader han
tenido en la préactica médica. Sirvan como ejemplo, al respecto, la acep-
tacién universal del efecto antitrombdético de la Aspirina a pequefias
dosis v su valor en la prevencién de accidentes cardio v cerebrovascu-
lares; la dieta a base de pescado en la prevencion de accidentes vas-
culares, y sus contribuciones a la fisopatologia del asma, reacciones
anafilacticas, shock v comunicacion intercelular.

IX

Pero Salvador no es s6lo un cientifico excepcional; es algo mas.
Vive profundamente la realidad social v polftica de su tiempo. Le
preocupa la libertad v el respeto a la dignidad humana, el desarro-
llo cultural v el bienestar de su pueblo y de todos los pueblos de
este planeta. Se ha dicho que si bien inicialmente la politica puede
condicionar el desarrollo cientifico, en dltima instancia es la Ciencia
quien condiciona la politica, la libertad v el desarrollo de los pueblos.
Paor ello trabaja activa e ilusionadamente para mejorar el nivel cien-
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tifico de los paises hispanoamericanos. Su tesén y entusiasmo cons-
tituyen ejemplo digno de imitar, Con este fin ha participado en nu-
merosos programas de Educacion e Investigacion Médica v sani-
taria v como asesor a través de la OPS, en Méjico, Venezuela, Re-
publica Dominicana, Brasil, Argentina, Cuba, etc. ¢Y qué decir de
su respeto ¥y amor por nuestra tierra? Acostumbra a decir que Es-
pafia es su casa v tiene razéon. Muchos de nuestros jovenes cientifi-
cos han tenido el privilegio de formarse en su laboratorio.

X

El profesor Salvador Moncada ha recibide numerosos galardo-
nes v el reconocimiento v gratitud de la comunidad cientifica inter-
nacional. No podia por menos de ser asi. Quien descubrié el meca-
nismo de accion de la aspirina v de otros antiinflamatorios no es-
teroidens; guien por vez primera barrunta y descubre la prostaci-
clina; guien fue capaz de vislumbrar v demostrar, utilizando gran-
des dosis de ingenio, que el EDRF es simplemente NO (6xido nitri-
co), quién ademis de todo esto goza con alegria de las cosas bue-
nas que esta vide ofrece; guien ama y goza y conoce profundamen-
te la poesia, la pintura y la misica de su tiempo; guien vive
preocupado por los problemas cientificos, culturales, sociales v po-
liticos de su pueblo v de todos los pueblos de este planeta, [Sefio-
res!, ademis de un cientifico cabal es algo mas; un ser humano ex-
cepcional. Por esta razén no puede extrafiar que todo el mundo le
respete v admire, y que haya recibido las mas altas distinciones. Val-
gan como ejemplo: en Espana, el Premio Principe de Asturias y
Doctorados Honoris Causa por varias Universidades, nombramien-
tos como Académico de Honor de Reales Academias de Medicina,
ademsds de multiples reconocimientos en el resto del mundo. Entre
ellos, recientemente, el Premio Amsterdam para Medicina concedi-
do por la Real Academia de Artes v Ciencias. Ademds en su pais
natal, Honduras, donde se le condecoré con la mas alta distincién:
la Orden del Mérito «José Cecilio del Valles.

Debo terminar v termino. Querido Salvador: la Real Academia
Nacional de Medicina de Espafia se siente orgullosa de recibirte
como «Académico de Honors, En nombre propio y de los miembros
de esta Academia, templo sagrado del saber médico, jbienvenido a
su seno! Con un fraternal y fuerte abrazo. jContamos contigo!

He dicho.



