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Descubrimiento del NO
onviene recordar que a pesar de que se ha
intentado reescribir otra historia1 en 1987
Moncada demostró por primera vez que

las células endoteliales producen óxido nítrico
(NO) y que éste cumple con las propiedades far-
macológicas del factor relajador derivado del en-
dotelio (FRDE) descrito por Furchgott en 1980.2

A partir del descubrimiento del NO se produjo
una gran avalancha de conocimientos tanto de la
molécula NO, el primer gas conocido como me-
diador biológico de numerosísimas acciones,3

como del endotelio. Numerosos estudios han
permitido entender que el endotelio es un órga-
no muy activo, con numerosas funciones regula-
das por las moléculas que sintetizan sus células.
Su distribución sistémica hace que su importan-
cia sea crucial en la regulación funcional en to-
dos los órganos y sistemas.

Resumen

El descubrimiento del óxido nítrico como una
molécula liberada por el endotelio que relaja el
músculo liso vascular, ha modificado el interés
en el estudio de las numerosas funciones que
realiza el endotelio. La falta de relajación a estí-
mulos químicos o mecánicos en presencia de
un endotelio intacto, o la alteración en la libera-
ción de sustancias por parte de las células
endoteliales, o la sobreexpresión de otras, son
las circunstancias que hoy se conocen como
disfunción endotelial. Su estudio permite identi-
ficar precozmente el daño arterial que se man-
tiene a lo largo de toda la enfermedad vascular.

Summary

NON-INVASIVE EVALUATION OF ENDOTHELIAL

FUNCTION

The Nitric Oxide identification as an endothelial
derived relaxing molecule has increased the in-
terest in the study of the numerous functions of
the endothelium. Endothelial disfunction is the
lack of vascular smooth muscle relaxation after
a mechanical or chemical stimuli in the presence
of an intact endothelium. It is also the modifica-
tion in plasma leves of the substances released
by the endothelial cells. Its study permits an early
identification of the arterial damage that is main-
tained throughout all the vascular disease.
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El endotelio sintetiza principalmente tres tipos
de moléculas que regulan: el tono vascular, la
homeostasis del sistema de la coagulación y los
mecanismos inflamatorios tisulares. Las princi-
pales de estas moléculas regulan distintos meca-
nismos o pasos moleculares en estas tres gran-
des acciones del endotelio. La principal de ellas
es el NO.
El NO es el más potente vasodilatador endógeno
conocido, pero además es el más potente antia-
dherente plaquetario y tiene acciones en los sis-
temas que regulan la inflamación.
La potente acción dilatadora del NO se suma a la
acción vasodilatadora de otras sustancias también
producidas por el endotelio como la prostaciclina
o el factor hiperpolarizante derivado del endote-
lio.4 Esta acción dilatadora se contrapone con un
tono vasoconstrictor normal, necesario para una
homeostasis vascular normal y que se mantiene
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por la síntesis endotelial de sustancias como la
angiotensina II, la endotelina y el tromboxano.5

También el Dr. Moncada fue el primero en de-
mostrar que el NO se sintetiza a partir de la L-
Arginina,6 y que ciertos análogos de la misma,
como la L-Ng-Mono Metil Arginina (L-NMMA),
se comportan como antagonistas competitivos de
la síntesis del NO y se convirtieron en unas he-
rramientas muy útiles en el estudio de la vía
metabólica L-Arginina: NO.7

Tras el descubrimiento del NO aumentó de for-
ma también espectacular el interés y conocimien-
to de las acciones endoteliales, desde la regula-
ción del tono vascular a la modulación del creci-
miento de las células musculares lisas vascula-
res regulando la síntesis proteica. También re-
gula el equilibrio trombogénico y la hemostasia,
diferentes mecanismos ligados al proceso infla-
matorio, transporte y permeabilidad a distintas
sustancias y libera sustancias que estimulan la
neoangiogénesis importante en distintos proce-
sos fisiopatológicos.

Disfunción endotelial
Con el conocimiento de las funciones normales
del endotelio, emergió el concepto de disfunción
endotelial. Sin embargo, a pesar de que ha teni-
do una extensa aplicación en el estudio de las
arterias sistémicas, en 1981, un año antes aún de
que se describiera la acción relajadora depen-
diente del endotelio, se describió que el daño del
endotelio en el lecho vascular pulmonar puede
contribuir al desarrollo de hipertensión pulmo-
nar, a través de un cambio en la reactividad de
vascular a la acetilcolina (Ach) y a la bradikini-
na (BK), de relajación a contracción8 y el mis-
mo año en que se comunica por Furchgott la ac-
ción del endotelio, se describe que el endotelio
de las arterias coronarias dañadas por isquemia
aguda podría jugar un papel importante en la
patogenia del espasmo coronario a través de un
mecanismo de daño endotelial.9

A partir de estos primeros trabajos, se define la
disfunción endotelial como la situación en la que
en presencia de un endotelio morfológicamente
normal, éste no responde con una dilatación nor-
mal o completa ante el estímulo de sustancias
como Ach o la BK, que ejercen su efecto vasodi-
latador a través de la liberación del NO. Sin
embargo, la arteria tiene una respuesta relajado-
ra completa al estímulo con nitroglicerina (NTG),
nitroprusiato sódico (NPS), o cualquier otro ni-
trovasodilatador. Estas moléculas se convierten

en su metabolismo intracelular en NO, ejercien-
do por tanto la acción dilatadora independiente
de la producción de NO endógeno por la célula
endotelial. Pero más extensamente el concepto
de disfunción endotelial se ha extendido desde
fallo en la función dilatadora endotelio depen-
diente al resto de las funciones del endotelio que
puedan ser estudiadas. Por ello, se puede definir
mejor la disfunción endotelial como la situación
en que un endotelio morfológicamente normal
presenta alteración de cualquiera de sus funcio-
nes.
La presencia de disfunción endotelial es hoy día
una de las características mejor definidas de múl-
tiples procesos cardiovasculares. Si es el meca-
nismo desencadenante o precoz que conduce a
una alteración más avanzada y severa, o si es sen-
cillamente una manifestación precoz de múltiples
trastornos cardiovasculares es un tema debatido.

Estudios in vitro
Los estudios donde se pudo demostrar este nue-
vo concepto de disfunción endotelial, fueron pri-
mero estudios in vitro, en baño de órganos, luego
en animales in vivo, y posteriormente en el hom-
bre. Tanto las preparaciones de anillos vascula-
res in vitro como las situaciones in vivo en los
estudios con pletismografía, se realiza el estudio
realizando una curva dosis respuesta con acetil-
colina. La respuesta relajadora del 100% se con-
sidera normal y tiene la misma magnitud que la
que se alcanza con la NTG o cualquier otro do-
nador exógeno de NO. Existe disfunción cuando
no se consigue una relajación equivalente a la que
se obtiene con la NTG. Hemos estudiado situa-
ciones de disfunción endotelial en arterias huma-
nas en baño de órganos, en arterias pedias de
pacientes con arteriosclerosis con y sin diabetes
mellitus,10 en arterias coronarias de pacientes tras-
plantados,11 con vasculopatía de rechazo, cardio-
patía isquémica y miocardiopatía dilatada con
arterias aparentemente sanas. Las arterias arte-
riosclerosas y con vasculopatía presentan disfun-
ción endotelial al estímulo con acetilcolina.
Pero los modelos de estudio in vitro más comu-
nes son los realizados con animales de experi-
mentación, tratando de reproducir alguna de las
situaciones patológicas humanas, como las lesio-
nes arteriales por radiación beta.12 Estos mode-
los nos permitieron demostrar disfunción endo-
telial precoz de la aorta abdominal radiada, pero
también de la aorta torácica, que no recibía la
radiación. A largo plazo, seis meses, se produce
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diferentes situaciones fisiopatológicas mediante
varias técnicas de pletismografía de oclusión ve-
nosa intermitente. Ello nos ha permitido estudiar
la respuesta de la función endotelial en mujeres
menopáusicas antes y después del tratamiento
hormonal sustitutorio.14,15 O el efecto de los diu-
réticos de asa sobre la función endotelial,16 o el
comportamiento de otras situaciones, como pa-
cientes arteriosclerosos antes y después del tra-
tamiento con estatinas.
Se han desarrollado varias técnicas de pletismo-
grafía por oclusión venosa intermitente para el
estudio de la función endotelial in vivo. Unas
emplean la infusión durante un período de tiem-
po establecido de agonistas directamente en la
arteria branquial, y la oclusión venosa intermi-
tente durante períodos de unos segundos de in-
flado y desinflado automático de los manguitos,
para medir la distensión durante la situación ba-
sal, y tras la inyección de los distintos fármacos

Figs. 1 y 2. Pletismografía por oclusión venosa intermitente del antebrazo, medición del flujo por distensión de
anillo elástico de mercurio.

Fig. 1. Fig. 2.

una alteración también de la relajación endote-
lio independiente, como expresión no sólo de la
menor síntesis de NO endotelial, sino también
de la fibrosis que se induce en el tejido intersti-
cial vascular, y este fenómeno se produce tam-
bién en la arteria no radiada, probablemente por
radiación secundaria o por liberación desde el
endotelio directamente radiado de sustancias ca-
paces de producir un significativo daño perma-
nente a distancia en el sistema arterial.
La expresión de la enzima inducible hemos po-
dido estudiarla en arterias mamarias proceden-
tes de enfermos coronarios que fueron operados
con pontaje mamaria interna a coronaria.13 Estu-
diamos las arterias mamarias en baño de órga-
nos en respuesta a la toxina del Escherichia coli.
Las arterias en presencia del lipopolisacárido del
Escherichia se relajan completamente en 8 ho-
ras. Esta relajación no es recuperada con aminas
simpáticas. Sin embargo, cuando al baño de ór-
ganos se añadía antes Dexametaxona, L-NMMA
(el inhibidor de la síntesis de NO) o Polimixina
B (inhibidor de la síntesis proteica), no se indu-
cía la relajación, y esto tanto en arterias con o
sin endotelio, lo que viene a indicar que en el
músculo liso vascular se produce la inducción
de la NOSi, y que la síntesis de grandes cantida-
des de NO es responsable de esta relajación vas-
cular inducida por toxina bacteriana y este me-
canismo puede ser responsable de la pérdida de
tono vascular que se produce en el shock endo-
tóxico.

Estudios in vivo. Pletismografía
El estudio de la función endotelial la hemos abor-
dado también a través de los estudios in vivo en

Fig. 3. Técnica de pletismografía por oclusión venosa
y distensión de venas del dorso de la mano.
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(Figs. 1 y 2). El flujo varía en el antebrazo, por
vasodilatación o vasoconstricción si se emplean
sustancias agonistas del NO, o antagonistas del
mismo como L-Ng monometil arginina. La me-
dida del flujo en esta situación se realiza por la
distensión de un manguito elástico de mercurio,
que mide la variación del diámetro del antebrazo
donde se inyectan las diferentes sustancias, fren-
te al antebrazo dominante que se emplea de con-
trol.5,17

Otra técnica con infusión directa de fármacos
consiste en la inyección también durante perío-
dos de tiempo prefijados, de las sustancias a es-
tudiar en alguna vena del dorso de la mano (Figs.
3 y 4). La distensión de las venas del dorso de la
mano, permite estudiar la función endotelial en
este territorio venoso. Se mide con un pequeño
vástago soportado por un pequeño trípode espe-
cial, que se desplaza sobre el vértice de la vena
que se distiende con el inflado del manguito en
el antebrazo. Para que se pueda estudiar la fun-
ción endotelial, se precisa que la vena esté pre-
contraída al 50% (con norepinefrina). A partir de
esta precontracción, la administración de los ago-
nistas como Bk, produce vasodilatación por li-
beración de NO (endotelio dependiente), que se
compara con la vasodilatación que se consigue
con la administración intravenosa, a la dosis pre-
cisa para el flujo estimado de la vena, de un ni-
trovasodilatador, como el nitroprusiato sódico,

que se transforma directamente en NO, pero no
lo libera del endotelio, por lo que conseguimos
medir la vasodilatación independiente del endo-
telio. Esta técnica la hemos empleado para com-
probar el efecto de la terapia hormonal sustituti-
va sobre la función endotelial en mujeres meno-
paúsicas.14,15

Sin embargo, la introducción del concepto de
disfunción endotelial como un proceso preatero-
génico, que se mantiene a lo largo de toda la en-
fermedad arteriosclerosa, ha llevado a estudiar la
función endotelial en numerosas situaciones de
riesgo cardiovascular que pueden conllevar dis-
función. Para estudiar poblaciones numerosas se
ha desarrollado el empleo de los ultrasonidos y
el Doppler, que permiten valorar la dilatación
arterial en el antebrazo tras la oclusión isquémi-
ca del mismo.18,19

Esta técnica consiste en la oclusión isquémica
del flujo del brazo durante cinco minutos. La li-
beración, el desinflado del manguito tras esta
oclusión produce una hiperemia, un flujo que por
el estrés de rozamiento que produce, es capaz de
liberar las sustancias endoteliales capaces de pro-
ducir la dilatación arterial. Existen trabajos que
han mostrado que la hiperemia reactiva no se pro-
duce cuando se administra previamente un anta-
gonista del NO, como la L-NMMA. Además de
los ultrasonidos y Doppler, nosotros hemos em-
pleado el mismo sistema de oclusión isquémica,
pero midiendo la distensión del antebrazo por los
anillos de mercurio.
Midiendo la distensión en relación al entrena-
miento físico en distintos tipos de deporte, aeró-
bicos o anaeróbicos. En estudios previos había-
mos encontrado que los sujetos entrenados mos-
traban una contracción de nitratos y nitritos más
elevados que los controles sedentarios, lo que
indicaba un aumento en la producción de NO con
el ejercicio crónico.20

Marcadores bioquímicos
de disfunción endotelial
Sin embargo, las técnicas de pletismografía, no
son lo suficientemente prácticas como para que
puedan ser empleadas como un método diagnós-
tico masivo de la alteración de la pared arterial. Se
necesitan encontrar marcadores, probablemente
bioquímicos que expresen la alteración de alguna
de las múltiples funciones del endotelio, preven-
ción de mecanismos de trombosis, coagulación,
adhesión leucocitaria o plaquetaria, o prolifera-
ción del músculo liso vascular. Estas sustancias

Grados de
distensión

Basal NE Constric. 50% Bk2 Bk6 NPSL-NMMABk4

Tiempo

Fig. 4. Curva de pletismografía en vena de dorso de la mano. Relajación
basal del 100% constricción 50 con NE, relajación dosis/dependiente con
BK. Constricción con L-NMMA. Relajación con NPS.
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han de cumplir el criterio de un marcador ideal:
ser específico, sensible y estable. Hasta ahora en-
tre los parámetros producidos por el endotelio se
han ensayado los siguientes, que en unos u otros
ensayos hemos medido en nuestros estudios, ta-
les como el factor de von Willebrand (vWF), la
selectina E, el VCAM, el NO, la Endotelina (ET1),

y la ECA-AII, también aunque no tan específi-
cos, se han ensayado el fibrinógeno, y el ácido
siálico. Cuando el análisis de alguna de estas mo-
léculas o alguna otra se haga de forma fácil y con
una sensibilidad y especificidad alta, tendremos
posibilidad de diagnosticar como digo, esta fase
precoz de la enfermedad cardiovascular.
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