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Resumen

La disfuncién endotelial es una patologia que antecede a
las patologias de origen vascular. La disfunciéon endotelial
se ha definido como una reduccién en la respuesta
vasodilatadora dependiente del endotelio y del sistema
del oxido nitrico (NO). Los mecanismos causantes de la
disfunciéon endotelial no estan totalmente definidos y en
este articulo se hace una revisién de las mas estudiadas.
En este sentido, es conocido que cuando existe disfuncién
endotelial se favorece la activacién de las plaquetas
facilitandose la formacion de trombos. Pero también las
plaquetas podrian participar directamente en la génesis y
progresion de la disfuncién endotelial.
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Summary

Endothelial dysfunction is a pathology that appears early
before any morphological vascular alteration could be
detected. Endothelial dysfunction has been defined as a
reduction in the endothelium and nitric oxide (NO)-
dependente vasorelaxation response. The mechanisms
involved in the genesis and development of endothelial
dysfunction have not defined at all. In the present work,
we have reviewer same of the main studied mechanisms
associated with endothelial dysfunction. In this regard, it
is well known that the existence of endothelial dysfunction
provoked the activation of platelets although less is known
if platelets by themselves could be also involved in the
genesis and progression of endothelial dysfunction.

Key words: Endothelium. Inflammation. Nitric oxide.
Platelets. Vascular function.

El endotelio tiene una localizacién anatémica estraté-
gica en la pared vascular que le permite interaccionar
con las diferentes células que componen el entorno
microvascular tanto fisicamente como mediante dife-
rentes mediadores hormonales y agentes vasoactivos!.
El endotelio es conocido como fuente de numerosos
mediadores y como el lugar de expresion de recepto-

res y moléculas de adhesién que juegan un papel im-
portante en la enfermedad arterial. En esta revision,
resumimos los Ultimos conocimientos sobre la
disfuncion del endotelio, patologia que parece prece-
der a las patologias de origen cardiovascular.

Mecanismos inductores
de disfuncion endotelial

Cuando Furchgott y Zawadzki? descubrieron en 1980
la existencia de un factor derivado de endotelio que
tenia capacidad vasorelajante, probablemente no ima-
ginaban la importancia que iba a tener el estudio del
oxido nitrico (NO) en la patofisiologia vascular. EI NO
es sintetizado en el endotelio mediante la conversién
metabodlica de L-Arginina en L-Citrulina, reaccién
catalizada por la enzima éxido nitrico sintasa endotelial
(NOSe)3. El NO producido por la NOSe es responsa-
ble de la vasorelajacion dependiente de endotelio via
unién del NO a guanilato ciclasa soluble (GCs), enzi-
ma localizada en la capa de musculo liso, capaz de
generar GMP ciclico (GMPc)* (Figura 1). Es impor-
tante recordar que el NO no es s6lo uno de los princi-
pales modulador del tono vascular sino que también
inhibe la activacion de plaquetas y leucocitos. Por lo
tanto, un aumento de los niveles intracelulares de
GMPc inducidos por el NO en plaquetas esta asociado
con su reducida adhesion y agregacion®®.

La falta de relajacion por la via del sistema NO/GMPc
ha sido definida como disfuncién endotelial, la cual
ha sido identificada en practicamente todas las pa-
tologias de origen cardiovascular’. La disfuncién del
endotelio ocurre no sélo cuando hay evidencias clini-
cas de enfermedad vascular, sino que incluso antes
de que el dafno vascular pueda ser detectado como
tal habiéndose descrito la existencia de disfuncion
del endotelio en pacientes con arterias coronarias
angiograficamente normales®.
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Figura 1.
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Nota: Regulacién del sistema NO/GMP ciclico en la pared vascular. EI
NO es generado por la enzima dxido nitrico sintasa endotelial (NOSe),
cuya actividad es estimulada por fosforilacién dependiente de Akt
mediante la interaccion de la NOSe con una proteina de choque
térmico de 90 KDa (Hsp90). A su vez, la actividad de la NOSe es
inhibida por su interaccion con caveolina, una familia de proteinas
de la membrana plasmatica localizadas en la caveola. La
biodisponibilidad del éxido nitrico puede ser reducida por su interaccion
con especies reactivas de oxigeno, en concreto anion superdxido.
Ademas, multiples mediadores inflamatorios como el factor de necrosis
tumoral alfa inhiben la expresion de la NOSe reduciendo la estabili-
dad de su mensajero, que esta asociada con la interaccion de una
proteina citosolica de 60 kDa con la region 3 no traducida del
mensajero.

Los mecanismos causantes de la disfuncién del sis-
tema NO/GMPc no estan totalmente identificados.
La presencia de disfuncion endotelial, considerada
como una reduccién de la respuesta vasorrelajante
dependiente del endotelio, puede ocurrir en varios
niveles de complejidad.

Modificaciones en la formacion del NO

Existen inhibidores endégenos de la NOSe como
Dimetil Arginina Asimétrica (ADMA) que es capaz
de competir con la L-Arginina, previniendo la forma-
cién de NO. En este sentido, en pacientes con
hipertensién sal-sensible, la administracion de die-
tas con alto contenido en sal aumenta los niveles
plasmaticos de ADMA, que esta asociado con un
aumento en la presion arterial y una reduccion en la
excrecién urinaria de NO. Niveles circulantes eleva-
dos de ADMA han sido detectados en pacientes dia-
béticos®.

Otra via de regulacion de la actividad de la NOSe es
mediante la interaccion de la NOSe con una protei-
na de membrana conocida como caveolina. Las
caveolinas son proteinas localizadas en invaginaciones
de la membrana plasmaética de las células endoteliales
conocidas como caveolas!®. La union de la caveolina
a NOSe inhibe la actividad de ésta Ultima.

Otra manera conocida de modular la actividad de la
NOSe es mediante la fosforilacion de esta enzima
por la proteina serina-treonina Akt (proteina kinasa
B). NOSe se une directamente a una proteina de
stress de 90 kDa, denominada Hsp90, en respuesta
a la estimulacién de células endoteliales por el fac-
tor de crecimiento vascular derivado de endotelio,
histamina y por la fuerza de rozamiento de la sangre
contra la pared vascular'!.

Proteccion de la degradacion de NO

El mecanismo mas estudiado implicado en la
disfuncion endotelial es la biodegradacion de NO por
radicales libres (ROS) y fundamentalmente por el
anién superoxido (Figura 1). Niveles elevados de ROS
reducen la biodisponibilidad del NO. De hecho la
combinacion del ién superdxido con el NO forma otro
radical libre el peroxinitrito, que provoca un mayor
dafio oxidativo sobre el endotelio??.

Sobre el nivel de expresion de NOSe

Aunque una primera definicién de esta isoforma de la
NOS la define como constitutiva por su presencia de
forma constitutiva en las células endoteliales, hoy en
dia se conoce la existencia de complejos mecanismos
que regulan los niveles de expresion de la NOSe.

En este sentido, nosotros y otros autores hemos de-
mostrado que citoquinas proinflamatorias como el
factor de necrosis tumoral-alfa (TNF-a) reducen la
expresion de NOSe en células endoteliales en cultivo
(13,14) mediante el acortamiento de la vida media
del ARNm de NOSe. Asi pues, la inflamacion parece
ser un importante inductor de disfuncion endotelial.

La regulacion de la estabilidad del ARNm es un meca-
nismo importante en el control de los niveles celulares
de ARNm. En algunos ARNm existen secuencias lo-
calizadas en la region 3" no traducida (3"UTR) impli-
cadas en la su estabilidad. En esta regién, secuencias
especificas pueden ser reconocidas por determinadas
proteinas que regulan la estabilidad del mensajero y
por lo tanto, su vida media. El mensajero de la NOSe
posee un extremo 3°UTR. Recientemente, hemos
descrito la existencia de proteinas endoteliales
citosélicas que son capaces de interaccionar con la
region 3"UTR del ARNm de la NOSe.

La incubacion de células endoteliales con citoquinas
aumenta la unién de estas proteinas citosdlicas, en
concreto de una proteina citosélica de 60 kDa, a una
region de 38 nucledtidos en la region 3 "UTR del men-
sajero de la NOSe asociada con su desestabilizacion?®.
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Esta proteina citosélica de 60 kDa ha sido denomina-
da: Proteina Inductora de Disfuncién Endotelial (EDIP).
Recientemente se ha identificado la existencia de una
proteina similar en el endotelio humano®®.

La induccién de la actividad de union de la proteina
EDIP al ARNm de la NOSe en condiciones inflama-
torias pone de relieve la importancia que la inflama-
cion tiene en el proceso de disfuncion endotelial. En
este sentido, un trabajo reciente de Brevetti, et al.
(2003) ha demostrado que la disfuncién endotelial
en la enfermedad periférica arterial se asocia con un
aumento en diferentes marcadores plasmaéticos rela-
tivos a la inflamacién'’.

¢Como podemos proteger la expresion
de NOSe?

Posiblemente la mayoria de los farmacos que se uti-
lizan en la medicina cardiovascular han demostrado
proteger en mayor o menor medida la funcionalidad
del endotelio. No obstante, existen pocos datos en
la literatura sobre el mecanismo de accién intra-
celular por el que los diferentes farmacos protegen
la funcionalidad del endotelio. No obstante los dife-
rentes estudios realizados parecen sugerir que este
efecto sobre la proteccién del endotelio es un efecto
pleiotropico, es decir, es independiente del efecto
para el que se ha descrito el farmaco. La mayoria de
los estudios realizados con farmacos se han funda-
mentado en el posible efecto antioxidante de los
mismos. Asi, inhibidores del calcio, inhibidores de
la enzima convertidora de angiotensina I, inhibidores
de los receptores AT-1 de la angiotensina Il o incluso
hipolipemiantes como las estatinas han demostrado
aumentar la biodisponibilidad del NO reduciendo la
actividad degradativa de los radicales libres. Res-
pecto al efecto de fa&rmacos que se utilizan en la
medicina cardiovascular sobre la proteina inductora
de disfuncién endotelial, solamente existen resulta-
dos acerca de la capacidad de los inhibidores de la
HMG-CoA reductasa, las estatinas, en cuanto a su
capacidad de reducir la capacidad de esta proteina
de unirse al ARNm de NOSe. EI mecanismo por el
que las estatinas acttian sobre la proteina EDIP es
no obstante en el momento actual desconocido.

Efecto sobre la guanilato ciclasa soluble

La guanilato ciclasa soluble (GCs) localizada en el
musculo liso vascular es el receptor intracelular de
la mayoria de las acciones del NO. EI NO se une a la
guanilato ciclasa soluble activandola y generando
GMP ciclico. ElI aumento del GMPc va a estimular

una serie de sefales intracelulares en el musculo
liso vascular cuyo resultado final va a ser la relajacién
de esta célula. La guanilato ciclasa soluble es una
enzima formada por dos subunidades, laa y la B, y las
dos tienen que unir NO para que se genere GMPc. Si
existe una expresion deficiente de cualquiera de las
dos subunidades la capacidad de la enzima para gene-
rar GMP ciclico en respuesta al NO estaria reducida.
Podria existir, por lo tanto, la posibilidad de que el
endotelio genere una suficiente cantidad de NO pero
que un déficit de guanilato ciclasa soluble produjera
una mala respuesta vasodilatadora, lo que nosotros
observariamos como disfuncién endotelial. Realmente
la disfuncion serfa a nivel del musculo liso vascular.

En modelos animales de hipertensiéon como son las
ratas hipertensas que desarrollan accidentes celebro-
vasculares y en un modelo de hipertensién inducido
por la administracién por plomo se ha observado una
disminucién en la capacidad del NO de inducir la
formacién de GMP ciclico por una reduccién en la
expresion de la subunidad B de la guanilato ciclasa
soluble!®!°, Es decir, podriamos decir que no solo
existiria el termino disfuncion endotelial sino que tam-
bién existira la disfunciéon del musculo liso vascular.

Las plaquetas también liberan NO

Un aspecto menos conocido es el hecho de que las
plaquetas por si mismas son también capaces de ge-
nerar NO. Se ha identificado la existencia de una NOS
constitutiva tanto en las plaguetas humanas como en
las células megacariociticas®®. Fredman, et al.?! de-
mostraron mediante un microelectrodo sensible para
el NO, acoplado a un agregébmetro para plaquetas,
que la principal funcion de este NO generado por las
plaquetas, es la de inhibir el reclutamiento de plaquetas
durante el crecimiento de un trombo.

Existen diferentes mecanismos que promueven la sin-
tesis del NO por las plaquetas entre los que se inclu-
ye el a-tocoferol debido a su efecto inhibitorio sobre
la proteina kinasa C, las estatinas al aumentar la
expresion de NO sintasa en las plaquetas (de la mis-
ma manera que sucede en el endotelio en cultivo y
en la pared vascular), L-arginina al incrementar la
sintesis de NO y las reservas intracelulares de tioles
al aumentar la sintesis de S-nitrosotioles y limitar la
inactivacion oxidativa del NO. También se ha inves-
tigado la importancia clinica del NO generado por
las plaquetas en algunas patologias cardiovasculares
como son los sindromes coronarios agudos. En este
sentido, las plaguetas de pacientes con sindrome
coronario agudo generan una cantidad significati-
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vamente menor de NO que la de pacientes que su-
fren angina de pecho estable?!. No obstante, todavia
no se han determinado los factores causantes de la
menor liberacion de NO por las plaguetas.

Es importante sefalar que la plagueta puede interve-
nir de forma directa en el proceso inflamatorio y, por
lo tanto, podria no solo ser activada por la existencia
de disfuncién endotelial sino también participar en la
génesis y progresion de esta patologia. De echo, la
plaqueta ademas de liberar factores que activan su
agregacion, liberan diferentes mediadores proinflamato-
rios como citiquinas, quimioquinas y el ligando CD40
que estudios recientes le han atribuido no solo un im-
portante papel como estimulador de la agregacién
plaquetaria sino también como agente proinflamatorio.

Ademés, se ha demostrado que la incubaciéon con
plaquetas activadas de células endoteliales potencia
en estas ultimas la expresiéon de MCP-1 e ICAM-1,
dos marcadores inflamatorios relacionados con la
adhesion de los leucocitos al endotelio. No obstan-
te, estudios futuros son necesarios para analizar el
papel que realmente juegan las plaquetas en el pro-
ceso de la disfuncionalidad del endotelio.

En resumen la disfuncion endotelial es una patologia
compleja intimamente ligada al proceso inflamato-
rio. Es importante el conocimiento de los mecanis-
mos celulares y moleculares implicados en la
disfuncién del endotelio para el desarrollo de farmacos
especificos contra esta patologia.
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