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Disfuncion endotelial y proteina inductora
de disfuncion endotelial (EDIP): un nuevo
marcador de esta patologia

A. Lopez-Farré

Laboratorio de Investigacion Cardiovascular e Hipertension. Fundacion Jiménez Diaz. Madrid.

Las células endoteliales forman una monocapa
que recubre el interior de la pared vascular en con-
tacto directo con las células de la sangre. El endo-
telio es considerado un érgano que en los Gltimos
anos ha adquirido una gran relevancia para com-
prender e incluso tratar patologias cardiovasculares
como la hipertension, arteriosclerosis, hipercoleste-
rolemia, menopausia, diabetes etc. Probablemente
en 1980 cuando Furchgott y Zawdzki' descubrieron
la existencia de un factor difusible desde el endotelio
que tenia capacidad vasorrelajadora y, posteriormen-
te, el Dr. Salvador Moncada? identific6 este factor
como el 6xido nitrico (NO) dedujeron la importan-
cia que iba a alcanzar el estudio del NO en la fi-
siopatologia cardiovascular.

El NO se forma en el endotelio mediante la con-
version metabdlica de L-arginina en Lcitrulina, re-
accion que estd catalizada por la enzima NO sinta-
sa endotelial (NOSe)?2. El NO liberado por el NOSe
es el responsable de la vasorrelajacion endotelio de-
pendiente a través de la guanilato ciclasa soluble,
enzima localizada en las células del mdsculo liso
vascular y que genera GMP ciclico. EIl NO no sélo
tiene importancia en la regulacion del tono vascu-
lar, ya que reduce también el grado de activacion
de plaquetas y leucocitos impidiendo su agregacion
y adhesion a la pared del vaso®*.

La falta de relajacion a través del sistema NO/GMPc
se ha definido como disfuncién endotelial. La dis-
funcion endotelial se ha detectado en practicamen-
te todas las patologias de origen cardiovascular. La
disfuncién del endotelio existe no solo cuando las
manifestaciones clinicas de la patologia cardio-
vascular son evidentes, sino también ocurre in-
cluso antes de que se pueda detectar dano vas-
cular por cualquier técnica de imagen. Como
ejemplo, se ha detectado disfuncién endotelial en
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pacientes con arterias coronarias angiograficamen-
te normales®.

Realmente el mecanismo por el que el sistema
NO/GMPc es disfuncionante en un tema complejo
que adn no ha sido completamente identificado. La
induccion de la disfuncion endotelial, entendida
como una reduccién en la respuesta vasorrelajante
dependiente del endotelio o lo que es lo mismo del
sistema del NO/GMPc, puede ocurrir en diversos ni-
veles que enumeraremos a continuacion de forma
resumida:

a) Sobre la actividad de la NOSe. Se ha descrito
la existencia de inhibidores enddgenos de la NOSe
como la dimetilarginina asimétrica (en inglés: asym-
metric dimethyl arginine, ADMA) que compite con
la L-arginina impidiendo la formacién de NO®. En
este sentido, en pacientes con hipertension sal sen-
sible, la administracion de dietas con alto contenido
de sal incrementan los niveles plasméaticos de ADMA
lo que se correlacion6 con un aumento de la pre-
sion arterial y una reduccién en la excrecion urina-
ria de NO°. Otra forma de regulacién de la activi-
dad de la NOSe es mediante la interaccion de la
NOSe con una proteina de membrana denominada
caveolina. Las caveolinas son unas proteinas locali-
zadas en unas invaginaciones de la membrana de-
nominada caveola. La unién de la caveolina con la
NOSe inhibe la actividad de esta dltima (fig. 1)7. Otra
forma conocida de modular la actividad NOSe es
mediante la fosforilacién de esta enzima mediante la
proteina quinasa de serina-treonina Akt (proteina qui-
nasa B). La fosforilacion de la NOSe por la AKT pro-
tefna quinasa activa su capacidad de generar NO?.

b) Sobre la expresion de NOSe. Aunque la defini-
cion inicial de esta isoforma de NOS fue la de NOS
constitutiva, al observarse su presencia de forma cons-
titutiva en las células endoteliales, actualmente em-
pezamos a conocer la existencia de mecanismo com-
plejos que regulan los niveles de expresion de esta
enzima. En este sentido, los estrogenos, el ejercicio
fisico, y la fuerza de rozamiento de la sangre sobre
el endotelio (shear stress) aumentan los niveles de ex-
presion de esta isoforma de NOS. Por otro lado, al-
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gunas citoquinas como el factor de necrosis tumo-
ral-a. (TNF-a) o la interleuquina-1f (IL-1p) disminu-
yen los niveles de expresion de la NOSe® 1°.

Trabajos recientes han demostrado que la dismi-
nucién en los niveles de expresion de esta isoforma
de NOS en respuesta a estas citoquinas se debe a
una disminucion en la vida media del RNA mensa-
jero que codifica para esta enzima®.

Recientemente, nuestro grupo describié como
distintas citoquinas disminuyen la expresion de la
proteina NOSe reduciendo la vida media del ARN
mensajero de NOSe mediante la activacion de la in-
teraccion de una proteina citosélica del endotelio
con la region 3’-UTR del ARN mensajero de la
NOSe? 0 por lo que esta proteina se definié como
inductora de la disfuncién endotelial (sus siglas en
ingles EDIP). Mediante este mecanismo, citoquinas
como el TNF-a o la IL-1f disminuyen la expresion
de NOSe, impidiendo que la célula endotelial libe-
re un nivel adecuado de NO vy por lo tanto indu-
ciendo la disfunciéon del endotelio (fig. 2).

c) Sobre la vida media del NO. Los radicales li-
bres y particularmente el i6n superéxido, cataboliza
el NO impidiendo su accion sobre las células del
musculo liso vascular y sobre las células sanguineas,
en este sentido, los antioxidantes han demostrado un
efecto beneficioso sobre la mejora de la funcionali-
dad del endotelio (fig. 1).

d) Regulacion de la expresion de la guanilato ci-
clasa soluble. La guanilato ciclasa soluble es el re-
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Fig. 1.—Esta figura representa
diferentes mecanismos por los
que se regula la capacidad del
endotelio de generar oxido ni-
trico. El 6xido nitrico es gene-
rado por la éxido nitrico sinta-
sa endotelial (NOSe). El oxido
nitrico liberado puede ser cap-
tado por radicales libres, for-
mando otros radicales libres
como el peroxinitrito impidien-
do la accion del oxido nitrico
sobre la guanilato ciclasa solu-
ble localizada en la célula del
mdsculo liso vascular. Existen
otros mecanismos por los que
se puede inhibir la actividad de
esta enzima sobre todo desta-
car la interaccién con unas pro-
teinas denominadas proteolinas
y la accion de unos competi-
dores endégenos de la L-argini-
na como el ADNA. También
existen mecanismos que acti-
van la formacién de oxido ni-
trico por la NOSe como el de
la Akt-quinasa.

ceptor principal del NO. En algunas situaciones
como en ratas viejas y en un tipo de ratas esponta-
neamente hipertensas que desarrollan accidentes ce-
rebrovasculares, se ha observado una reduccion de
la expresion de esta enzima en la pared vascular.

IDENTIFICACION DE LA DISFUNCION
ENDOTELIAL

Uno de los grandes retos que quedan por cono-
cerse es si en las patologias de origen cardiovascu-
lar, en las que la disfuncion endotelial parece tener
un papel fundamental y comdn a todas ellas, existe
un inductor comin que sea responsable de la gé-
nesis de la disfuncionalidad del endotelio lo que fa-
cilitaria determinando este supuesto inductor la iden-
tificacion de la funcion endotelial. Actualmente, hay
que utilizar en la mayoria de los casos técnicas in-
vasivas como la coronangiografia para poder detec-
tar la disfuncion endotelial. Estas técnicas conllevan
un riesgo para el paciente. Por lo tanto, hay que des-
tacar no sélo la dificultad en la valoracion de la in-
fusion intracoronaria de acetilcolina sino también su
naturaleza de técnica invasiva lo que conlleva un
riesgo para el paciente.

Muchos han sido los intentos de encontrar un
marcador bioquimico especifico de la disfuncion
endotelial. No obstante, ninguno de los determi-
nados hasta la fecha por si solos han demostrado
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ser suficientemente preciso y especifico para la de-
teccion de esta patologia. Ademas hay que sefa-
lar, que a pesar de que la disfuncién del endote-
lio es una patologia comdn a practicamente todas
las patologias de origen cardiovascular, no existe
para ello un tratamiento Gnico y especifico. La ma-
yoria de los farmacos con los que habitualmente
se trata de forma especifica cada patologia car-
diovascular han demostrado, en mayor o menor
medida, mejorar a su vez la disfuncién endotelial
del paciente. Como ejemplo, es conocido que las
mujeres menopausicas con riesgo de enfermedad
coronaria se les trata con estrogenos y mejora este
riesgo y también su disfuncionalidad endotelial. Lo
mismo ocurre con los pacientes hipercolesterolé-
micos, se les trata con estatinas se les consigue
descender las cifras de colesterol y también se me-
jora la funcionalidad del endotelio, y asi podria-
mos hablar de practicamente todas las patologias
cardiovasculares y de los farmacos que habitual-
mente se utilizan para su tratamiento. Incluso la
grasa de la dieta produce disfuncién endotelial
mientras que el vino tinto, particularmente el fer-
mentado en barrica de roble, y el aceite de oliva
mejoran esta patologia''-'2. Pero creemos impor-
tante insistir en la idea de que a pesar de ser una
patologia comin a practicamente todas las pato-
logfas de origen cardiovascular, no existe en el mo-
mento actual un tratamiento especifico para la dis-
funcion del endotelio.
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Fig. 2.—Esta figura representa el
modo de accion de una proteina
citosdlica (siglas en inglés EDIP,
proteina inductora de la disfuncién
endotelial), que puede reducir la
expresion de oxido nitrico sintasa
endotelial (NOSe). En un endotelio
normal se sintetiza el ARNm de la
NOSe que va a dar lugar a protei-
na de NOSe que mediante su acti-
vidad genera oxido nitrico. En una
situacion de inflamacion aparece
en el citosol de las células endote-
liales una proteina denominada
EDIP que interacciona con el RNA
mensajero de la NOSe facilitando
su degradacion. De esta forma hay
una reduccioén en la expresion de
la NOSe y el endotelio tiene una
menor capacidad de liberar 6xido
nitrico, por lo tanto tenemos la si-
tuacion de un endotelio disfuncio-
nante.

Degradacitn
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En nuestro laboratorio se esta actualmente rea-
lizando estudios intentado determinar si la protei-
na identificada en nuestro laboratorio inductora de
la disfuncién endotelial (EDIP) que se une al men-
sajero de la NOSe podria ser utilizada como mar-
cador bioquimico comuin de la disfuncion del en-
dotelio y diana terapéutica para el tratamiento
especifico de la disfuncién endotelial. A continua-
cion resumiremos brevemente los estudios que se
estan realizando.

EFECTOS SOBRE LA FUNCIONALIDAD
ENDOTELIAL DE INHIBIDORES DE LA HMG
COA REDUCTASA

Diferentes estudios clinicos han demostrado que la
inhibicion de la HMG CoA reductasa por estatinas
reduce la morbilidad y mortalidad cardiovascular en
pacientes con y sin enfermedad coronaria. La apari-
cion de estos farmacos ha abierto nuevos conoci-
mientos sobre la importancia de la reducciéon de los
niveles de colesterol en los beneficios clinicos obte-
nidos. No obstante, los beneficios clinicos obtenidos
con la administraciéon de estatinas indican que sus
efectos beneficiosos no pueden solamente explicarse
por la disminucion del colesterol sugiriéndose que,
aunque indudablemente el colesterol es un factor de
riesgo cardiovascular muy importante, existen otros
mecanismos moleculares y celulares de riesgo car-
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diovascular en los pacientes ateroscleréticos e hiper-
colesterolemiantes que sobrepasan al propio coleste-
rol y que podrian ser modificado por las estatinas.
Probablemente, la disfuncién del endotelio sea el fac-
tor de riesgo cardiovascular mas importante de los
conocidos hasta la fecha ya que es inducido por
cualquiera de los hasta ahora aceptados (tabaquis-
mo, edad, colesterol, hipertension, estrés, diabetes,
etcétera).

La disfunciéon endotelial en la hiperlipemia, ar-
teriosclerosis e incluso en la hipertension es rever-
sible. El tratamiento con inhibidores de la HMG
CoA reductasa mejora la respuesta vasodilatadora
dependiente del endotelio incluso antes de obtener
una reduccién clara en los niveles de coleste-
rol'3 4. Pacientes que presentan vasoconstriccion
de las arterias epicardicas coronarias ésta se mejo-
ra tras seis meses de tratamiento con lovastatina'>.
El efecto de las estatinas sobre la funcion del en-
dotelio puede contribuir a los beneficios clinicos
observados en los pacientes con enfermedad de ar-
teria coronaria tratados con estatinas. Nuestro la-
boratorio ha demostrado recientemente que los leu-
cocitos obtenidos de conejos hipercolesterolemicos
presentan concentraciones elevadas de la proteina
EDIP y que el tratamiento con cerivastatina o con
simvastatina reduce el nivel de actividad de esta
la proteina citosélica involucrada en la degrada-
cion del ARNm de NOSe, protegiendo asi la ex-
presion de NOSe y por lo tanto la funcionalidad
del endotelio' '°. El efecto protector de las estati-
nas sobre la expresion de NOSe en el endotelio,
fue parcialmente independiente de los cambios en
los niveles circulantes de colesterol. De hecho, la
administracion de una dieta normocolesterolémica
a conejos hipercolesterolémicos mejora solo par-
cialmente la respuesta vasodilatadora a la acetil-
colina y tiene un efecto protector menor sobre la
expresion de NOSe, que el alcanzado con estati-
nas, a pesar de que el descenso en los niveles de
colesterol sean muy semejantes en los dos grupos
de conejos. En este mismo sentido, neutrdfilos in-
cubados in vitro con factor de necrosis tumoral-a
en los que se indujo una reduccién en la expre-
sion de la NOSe aumentando la proteina EDIP, la
presencia de sinvastatina redujo de forma dosis
dependiente la proteina EDIP protegiendo la ex-
presion de la NOSe'”. También se ha observado
este mismo efecto de las estatinas sobre células
endoteliales en cultivo incubadas con factor de
necrosis tumoral-a'8. Estos experimentos fueron
realizados tanto en las células endoteliales en cul-
tivo o en los neutrdéfilos aislados en condiciones
en las que los niveles de colesterol no fueron mo-
dificados'”''8.
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RHO GTPASES Y DISFUNCION ENDOTELIAL

La inhibicion de la geranilacion de proteinas por
las estatinas es uno de los aspectos y mecanismos
de accion de estos farmacos que mas se han esta-
do estudiando en el Gltimo afno. La farnesilacion y
la geranilacion son modificaciones prost-translacio-
nales de proteinas como las de la superfamilia Ras
(Rho, Ras, Rac). Las Rho GTPases son el sustrato
principal para las modificaciones post-translacionales
por isoprenilacion. La isoprenilacion de estas protei-
nas une la Rho GTPasa a la membrana de la célu-
la. La forma activa de la Rho GTPasa esta unida a
ATP mientras que la inactiva une ADP (fig. 3). Un
paso clave en la activacion de Rho es la unién de
geranilgeraniol. Esta modificacion post-translacional
es necesaria para la translocacion de la forma inac-
tiva de Rho desde el citosol a la membrana (fig. 3).
Las estatinas y los inhibidores de la geranilgeranil-
transferasa al impedir la sintesis de geraniol evitan
la unién de este a Rho evitando asi la unién de Rho
GTPasa al ATP y por tanto la activacién de estas
proteinas. Este mecanismo de inhibicion de las Rho
GTPasas por estatinas puede contribuir a explicar al-
gunos de los efectos beneficiosos de las estatinas no
dependientes de las modificaciones del colesterol.
Entre alguno de los mecanismos atribuidos a la in-
hibicion de los Rho GTPasa por estatina, cabe des-
tacar la inhibicion de las proteinas de adhesion en
el endotelio o la inhibicién de la produccion de fac-
tores vasoconstrictores como la endotelina-1'%29.
Rac-1, otro de los miembros de la familia Rho es un
componente regulatorio de la NADPH oxidasa, en-
zima cuya actividad genera radicales libres espa-
cialmente i6n superéxido, en diferentes tipos de cé-
lulas incluidos los neutréfilos y las células de la
pared vascular. La inhibicién de la isoprenilacion de
Rac-1 por estatinas inhibe la liberacién de radicales
libres en células endoteliales.

La vida media del ARNm de la NOSe también esta
regulada por las Rho GTPasas?'. La activacion de
Rho facilita la formacion de fibras de estrés y la re-
organizacion del citoesqueleto de actina. Probable-
mente los cambios inducidos en el citoesqueleto me-
diados por Rho afecten a la estabilidad del ARNm
de la NOSe. Estudios recientes han demostrado que
filamentos del citoplasma y los microtdbulos son ne-
cesarios para transportar los ARNm dentro del cito-
plasma y localizarlos en los compartimentos especi-
ficos subcelulares. Probablemente, las proteinas Rho
colocalizan al ARNm de NOSe en situaciones cer-
canas a la proteina EDIP facilitando asi la interac-
cion entre ellas induciéndose la degradacion del
ARNm de NOSe. De tal forma las estatinas prote-
gerian la vida del ARNm de NOSe, y por lo tanto
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la expresion de NOSe, por un doble mecanismo: a)
la presencia de la proteina EDIP, y b) dificultando la
colocacion del ARNm de NOSe con la proteina EDIP
impidiendo asi su interaccion.

COLESTEROL Y ACTIVACION PLAQUETARIA

Las plaquetas circulantes estan implicadas en la
formacion del trombo mural en el sitio de rotura de
la placa. Como ejemplo, en la angina inestable se
admite que una fisura, incluso pequena, en una
placa aterosclerética, puede ser el gatillo que dis-
pare la reacciéon en cadena que resulta en la for-
macién de un trombo y en la consiguiente reduc-
cion de flujo coronario que empeora e inestabiliza
la angina??. No obstante, no es necesaria la rotura
de la placa de ateroma para que ocurra la activa-
cion de estas células. Se ha observado que la hi-
percolesterolemia, ademéas de promover la aterogé-
nesis, incrementa el riesgo de trombosis coronaria.

El colesterol LDL activa las plaquetas humanas
estimulando el ciclo de los fosfoinositoles, aumen-
tando el contenido de calcio libre citosélico y la
liberacion de tromboxano A,%3. Se ha observado un
aumento de la reactividad plaquetaria en presencia
de concentraciones elevadas de colesterol LDL, y
una baja reactividad plaquetaria en presencia de
concentraciones bajas de colesterol LDL, aunque
otros estudios no han podido demostrar la existen-

Citosol

Fig. 3.—Las Rho GTPasas se en-
cuentran de forma inactiva en el ci-
tosol de las células endoteliales
unidas a ADP. Mediante la interac-
cion con GTP y la geranilacion
ocurre la translocaciéon de la Rho
GTPasa del citosol a la membrana
convirtiéndose en la forma activa.

cia de esta asociacion. Incluso se ha sugerido que
las estatinas podrian interrelacionar con un recep-
tor plaquetario que inhibiera la activacion de estas
células?*. Algunos trabajos han sugerido que las
plaquetas obtenidas de pacientes con enfermedad
coronaria tienen una menor capacidad de adherir-
se a la pared vascular, y por lo tanto de formar
trombos murales sobre arterias danadas, tras el tra-
tamiento con algunas estatinas como la pravastati-
na y no por otras como la simvastatina?®, sugi-
riéndose que el efecto antiplaquetario de las
estatinas no es un efecto clase de este tipo de far-
macos. No obstante, esto es un punto importante
de discursion sobre el que no existen datos con-
cluyentes sobre este aspecto.

En resumen, el endotelio y los leucocitos expre-
san la proteina EDIP implicada en la degradacion de
ARNm de NOSe vy por lo tanto en la reducciéon de
la expresion de NOSe y de la capacidad del endo-
telio de generar NO. Esta proteina podria ser un
buen marcador bioquimico para la deteccion de la
disfuncion del endotelio y una diana terapéutica
para el desarrollo de farmacos especificos para tra-
tamiento de la disfuncién endotelial.
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