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Introducción y objetivos. Recientemente se ha de-
mostrado en nuestro laboratorio que las células endote-
liales en cultivo expresan proteínas citosólicas que for-
man complejos con el ARNm de la óxido nítrico sintasa
endotelial (NOSe) en la región 3’ que no codifica para
proteína (3’-UTR). Esta unión fue asociada con la deses-
tabilización del ARNm de dicha enzima. El objetivo de
este estudio fue determinar la presencia de estas proteí-
nas citosólicas y el nivel de expresión de la proteína
NOSe en la pared vascular de conejos hipercolesterolé-
micos como un modelo in vivo de disfunción endotelial.

Métodos y resultados. La relajación dependiente del
endotelio a acetilcolina estuvo reducida en segmentos
aórticos de conejos hipercolesterolémicos comparados
con los conejos control. El tratamiento de los conejos hi-
percolesterolémicos con simvastatina (25 mg/kg pe-
so/día) restauró la relajación dependiente del endotelio.
La expresión de NOSe se encontró reducida en la pared
vascular de los conejos hipercolesterolémicos, lo cual se
acompañó de un aumento en la capacidad de unión de la
proteína citosólica de 60 kDa y de una reducción en la
estabilidad del ARNm de la NOSe. El tratamiento con
simvastatina aumentó la expresión de NOSe y redujo la
interacción de la proteína citosólica a la región 3’-UTR del
ARNm de la NOSe.

Conclusiones. Estos resultados demuestran una rela-
ción entre la presencia de la proteína de 60 kDa y la
abundancia de NOSe en la pared vascular y la funcionali-
dad endotelial.

Palabras clave: Endotelio. Óxido nítrico. ARNm. Hiper-
colesterolemia.

INTRODUCCIÓN

El óxido nítrico es un gas generado en las células
endoteliales mediante la actividad enzimática de la
óxido nítrico sintasa endotelial (NOSe)1,2. El NO gene-
rado por la actividad de la NOSe es responsable de la
respuesta vasodilatadora dependiente del endotelio3 la
cual se ha demostrado que está reducida en modelos
animales y en pacientes hipercolesterolémicos4-6.
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Effect of HMG-CoA Reductase Inhibition on
Endothelial Dysfunction-Inducing Protein in
Hypercholesterolemic Rabbits

Introduction and objectives. In our laboratory, we re-
cently obtained evidence that cultured bovine endothelial
cells contain cytosolic proteins that form complexes with
the 3’-unstranslated region of endothelial nitric oxide synt-
hase (eNOS) mRNA and are associated with its destabili-
zation. The aim of this study was to determine the pre-
sence of such proteins and the level of eNOS expression
in hypercholesterolemic rabbits as an in vivo model of en-
dothelial dysfunction.

Methods and results. Endothelium-dependent relaxa-
tion in response to acetylcholine was reduced in aortic
segments from hypercholesterolemic rabbits compared
with controls. Treatment of hypercholesterolemic rabbits
with simvastatin (25 mg/kg body weight/day) restored en-
dothelium-dependent relaxation. Aortic eNOS expression
was reduced in hypercholesterolemic rabbits and was ac-
companied by enhanced binding activity of a 60-KDa cy-
tosolic protein and reduced stability of eNOS mRNA. Sim-
vastatin treatment upregulated eNOS expression and
reduced the interaction of cytosolic protein with the 3’-un-
translated region of eNOS mRNA.

Conclusions. These results demonstrate the presence
of a 60-KDa protein that binds to eNOS mRNA and redu-
ces eNOS expression in the vascular wall.

Key words: Endothelium. Nitric oxide. mRNA. Hyper-
cholesterolemia.
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Aunque inicialmente la proteína NOSe fue definida
como una enzima constitutiva, con posterioridad se
demostró que tanto las citocinas como las LDL oxida-
das pueden reducir la expresión de la NOSe mediante
desestabilización de su ARNm7,8. Existen evidencias in
vitro que demuestran que los inhibidores de la HMG-
CoA reductasa protegen la expresión de la NOSe me-
diante la estabilización de su ARNm, incluso en condi-
ciones en las que los valores de colesterol no se
modifican, aunque el mecanismo por el cual estos fár-
macos protegen la expresión de NOSe no se ha descri-
to todavía9.

Uno de los mecanismos de control de la estabilidad
de los ARNm ocurre mediante su interacción con pro-
teínas citosólicas. Dentro de diferentes ARNm existen
secuencias específicas a las cuales pueden unirse estas
proteínas. Algunas de estas secuencias se han identifi-
cado dentro de la región 3’ que no se traduce a proteí-
na (3’-UTR) de los ARNm10,11. Nuestro laboratorio ha
demostrado recientemente que células endoteliales bo-
vinas en cultivo y neutrófilos aislados contienen prote-
ínas citosólicas que forman complejos con la región
3’UTR del ARNm de la NOSe12,13. La interacción de
estas proteínas con el ARNm de la NOSe se asocia con
la desestabilización del ARNm de la enzima NOSe12.
Por tanto, estas proteínas citosólicas podrían estar di-
rectamente involucradas en la génesis de la disfunción
endotelial. Sin embargo, no existen estudios sobre los
valores de estas proteínas citosólicas en una situación
in vivo de disfunción endotelial.

El objetivo de este estudio fue determinar la expre-
sión de la NOSe y la presencia de las proteínas citosó-
licas que se unen específicamente a la región 3’ no co-
dificante del ARN de la NOSe en la pared arterial de
conejos hipercolesterolémicos. Como ya hemos co-
mentado, las estatinas han demostrado que son efica-
ces para prevenir la disfunción endotelial durante 
la hipercolesterolemia y protegen la expresión de la
NOSe en células endoteliales en cultivo9. Por tanto, en

la segunda parte de este estudio se analizó el efecto del
tratamiento con simvastatina, un nuevo inhibidor de la
actividad de la HMG-CoA reductasa14,15, sobre estos
parámetros.

MATERIALES Y MÉTODO

Protocolo experimental

El protocolo de experimentación fue aprobado por
el Comité Ético Institucional de Experimentación Ani-
mal. Los experimentos se realizaron en conejos blan-
cos New Zealand, con un peso de 2,5 ± 0,3 kg. Los co-
nejos fueron alojados individualmente a 20 ± 3 °C con
ciclos de luz y de oscuridad de 12 h cada uno. Un gru-
po de 15 conejos fue alimentado con dieta estándar
para su especie durante 6 semanas (grupo control nor-
mocolesterolémico). Otro grupo de 15 conejos fue ali-
mentado con dieta estándar durante 3 semanas, segui-
do de otras 3 semanas más con la dieta estándar
suplementada con simvastatina (25 mg/kg peso corpo-
ral/día) (C + Simv). Un grupo de 45 conejos fue ali-
mentado con dieta estándar para conejos enriquecida
con colesterol, que contenía un 0,5% de colesterol y
un 6% de aceite de coco, durante 3 semanas (Epinay’s,
Francia). Tras ese tiempo, los conejos hipercolestero-
lémicos fueron divididos al azar en 3 grupos experi-
mentales de 15 conejos cada uno. Uno de estos grupos
fue alimentado con una dieta estándar para conejos en-
riquecida con colesterol durante 3 semanas (HC). Otro
grupo fue alimentado con dieta estándar enriquecida
con colesterol más simvastatina (25 mg/kg peso cor-
poral/día), que fue administrado junto con la dieta du-
rante las últimas 3 semanas (H + Simv). El último gru-
po de 15 conejos, tras 3 semanas de dieta enriquecida
con colesterol, se sometió a una regresión dietética, es
decir, una dieta estándar durante otras 3 semanas
(Reg). La dieta fue restringida a 120 g/día. Después de
las 6 semanas, los animales fueron anestesiados con
pentobarbital (30 mg/kg), aislándose la aorta torácica.

Estudios de vasodilatación

Los segmentos de aorta torácica fueron divididos en
3 porciones, una de las cuales fue inmediatamente
congelada en nitrógeno líquido para las determinacio-
nes de biología molecular. Las otras dos porciones de
aorta torácica fueron suspendidas en un baño de órga-
nos gaseado con un 5% O2 y un 95% de CO2, que con-
tenía una solución de Kreb’s-Henseleit (en mol/l:
NaCl 115; KCl 4,6; KH2PO4 1,2; CaCl2 2,5; NaHCO3;
glucosa 11,1, y EDTA 0,02, pH 7,4, como se ha descri-
to anteriormente16.

Los segmentos aórticos fueron conectados a un tra-
ductor de fuerza isométrica acoplado a un ordenador
(Power Lab 400, AD Instruments, Casterhill, NSW,
Australia). Los segmentos fueron tensados a una fuer-
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ABREVIATURAS

Ach: acetilcolina.
ARN: ácido ribonucleico.
ARNm: ácido ribonucleico mensajero.
HMG-CoA: hidroxi-metil-glutaril-coenzima A.
LDL: lipoproteínas de baja densidad.
kDa: kilodalton.
NO: óxido nítrico.
NOSe: óxido nítrico sintasa endotelial.
NPS: nitroprusiato sódico.
3’-UTR: región 3’ que no traduce para proteína.



za de resistencia de 2 g y equilibrados durante 1 h. La
relajación dependiente del endotelio se determinó me-
diante la adición de dosis crecientes de acetilcolina
(Ach) de 10–9 a 10–4 mmol/l y la relajación indepen-
diente del endotelio se determinó mediante la adición
de dosis crecientes de nitroprusiato sódico (NPS) de
10–9 a 10–5 mmol/l. Previamente, las aortas se contraje-
ron con fenilefrina (10–5 mmol/l)15. Las curvas dosis-
respuesta fueron calculadas de forma acumulativa. To-
dos los experimentos se llevaron a cabo en presencia
de indometacina (10–5 mol/l), impiendo así los posi-
bles efectos mediados por la activación de la ciclooxi-
genasa.

Determinación de la expresión de proteína
NOSe

Los niveles de expresión de la proteína NOSe fue-
ron analizados por Western blot, como se describe pre-
viamente17. Las aortas congeladas fueron homogenei-
zadas y solubilizadas en tampón de Laemmli, que
contiene 2-mercaptoetanol. Las proteínas fueron sepa-
radas en un gel desnaturalizante de SDS/10% poliacri-
lamida18. El análisis por Western blot se desarrolló uti-
lizando un anticuerpo monoclonal contra la proteína
NOSe (Transducción Laboratories, Lexington, KE) en
concentración de (1:2.500). La proteína NOSe fue de-
tectada mediante luminiscencia (ECL, Amsersham,
Buckinghamshire, Reino Unido) y evaluada por densi-
tometría (Molecular Dynamics, Sunnyuale, Califor-
nia). Para la determinación del peso molecular se utili-
zaron marcadores preteñidos (Sigma Chemicals, St
Louis, MO). Como control de carga se incubaron las
membranas con un anticuerpo frente a la betaactina
(Calbiochem, Alemania).

Sondas de la región 3’ NO codificante

Oligonucleótidos complementarios del cADN de la
NOSe bovina (Genbank accesion number BT-
NIOXSY) fueron obtenidos de Bio-synthesis Inc.
(Lewisville, Texas), como se ha descrito con anterio-
ridad12. Se utilizó el oligonucleótido 1 (5’-GGATCTA-
GAACGCTAT CACGAGGACATT-3’) y el oligo-
nucleótido 2 (5’-AGGAAGCTTAGTAGGTCTCC
TAACTTCTG-3’) para obtener la sonda pNOS- UTR-
L. Esta sonda cubre una región de 166 bases de la re-
gión codificante del ARNm de la NOSe y 393 bases de
la región 3’-UTR (desde el nucleótidos 3485 al 4012).
Los productos amplificados por PCR obtenidos a par-
tir del uso de estos dos oligonucleótidos como primers
fueron purificados mediante electroforesis en agarosa
y digeridos con Xba I y Hind III para después ligarlos
a pGEM4Z (Promega, Madison, Wis).

Para producir ARN de una sola cadena, los plásmi-
dos fueron linealizados con las correspondientes enzi-
mas de restricción y transcritos con T7 ARN polimera-

sa. El ARN se marcó radiactivamente con 32P-CTP
(Amersham Iberica, Madrid; 109 cpm/µg) de acuerdo
con las especificaciones del equipo utilizado (Promega
Biotech, Madison; WI).

Análisis por Northern blot

Para determinar el grado de estabilidad del ARNm
de la NOSe, los segmentos aórticos obtenidos de los
distintos grupos de conejos fueron incubados ex vivo

durante diferentes períodos en medio RPMI en presen-
cia de actinomicina D (10 µg/ml), un inhibidor de la
transcripción, durante 1 h. Transcurrido ese tiempo se
lavaron con medio RPMI nuevo y se incubaron en este
mismo medio durante diferentes períodos. El ARN to-
tal fue aislado según el método de Chomazyuski y Sa-
chi19. El análisis del Northern blot se realizó usando
como ADN complementario la sonda UTR-L-ARN
marcada radiactivamente (5 ± 105 cpm/ml)12. Como
control de carga del gel se utilizó la tinción con bro-
muro de etidio para determinar los ARN de 28S y de
18S.

Ensayo de movilidad electroforética

Se prepararon extractos citoplasmáticos de las dife-
rentes aortas. Para ello, las aortas fueron homogenei-
zadas y resuspendidas en solución hipotónica (25
mol/l Tris-HCl [pH 7,9], 0,5 mmol/l EDTA, y 1 mmol/l
PMSF) y sometidas posteriormente a cuatro ciclos de
calor y frío seguidos por centrifugación a 12.000 g 
4 °C durante 15 min. Los sobrenadantes fueron recogi-
dos y congelados a –80 °C hasta su utilización.

Como se describe12, los lisados citoplasmáticos 
(10 µg) fueron incubados con 5-10 × 104 cpm de radiac-
tividad de la sonda UTR-L en 15 mmol/l HEPES (pH
7,9), 10 mmol/l KCl, 5 mmol/l Cl2Mg, 1 mmol/l DTT,
1 µg/ml levadura ARNt, 40 unidades de ARN-sin
(Promega Biotech, Madison; WI) y 10% de glicerol en
un volumen total de 15 µl durante 10 min a 25 °C. A
continuación se añadieron 20 unidades de ARN-asa T1
(Gibco-BRL, Dieselstrasse, Alemania) y esta mezcla
de reacción fue incubada durante 30 min a 37 °C. Las
muestras fueron sometidas a electroforesis en un gel
de poliacrilamida al 4% en 0,25 × TBE (Tris-Borate-
EDTA). El gel fue secado y revelado con películas
Kodak X-OMAT-S.

Ensayo de unión proteína-ARN (cross-linking)

De los diferentes grupos en estudios se incubaron 
10 µg de los lisados citoplasmáticos obtenidos de seg-
mentos aórticos que fueron incubados con 105 cpm de
ARN en el tampón anteriormente descrito en un vo-
lumen total de 20 µl durante 10 min a 25 °C. Las
muestras se irradiaron con luz ultravioleta en hielo en
un Stratalinker (Stratagene LTD, Cambridge, Reino
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Unido) durante 20 min. A continuación se realizó una
digestión por ARN-asa (20 µg de ARN-asa A y 20 uni-
dades de ARN-asa T1 durante 30 min) a 37 °C. Las
muestras se calentaron durante 10 min a 70 °C en tam-
pón de Laemmli sin 2-mercaptoetanol y fueron some-
tidas a electroforesis en un gel desnaturalizante de
SDS-PAGE. Los geles fueron expuestos durante 3-5
días en películas Kodak con dos intensificadores.

Métodos estadísticos

Los resultados son expresados como medida ±
EEM. A menos que se especifique, cada uno de estos
estudios se realizó con un mínimo de 10 conejos. La
comparación se hizo utilizando el test ANOVA o la

prueba de la t de Student para datos apareados o no
apareados, según fuera apropiado. La corrección por
Bonferroni por comparación múltiple fue usada para
determinar los niveles de significación de los valores
de p. Se consideró significativa una p < 0,05.

RESULTADOS

Estudios de vasodilatación

La Ach produjo una relajación dependiente de la
dosis en los segmentos de aorta precontraídos con fe-
nilefrina obtenidos de conejos alimentados con una
dieta estándar (grupo control) (fig. 1). Las relajacio-
nes dependientes de acetilcolina fueron significativa-
mente reducidas en segmentos de aorta de conejos ali-
mentados con una dieta rica en colesterol (fig. 1). Así,
la EC50 para los segmentos de conejos controles fue
de 2 × 10–7 mol/l y la de los conejos alimentados con
una dieta rica en colesterol fue de 0,9 × 10–6 mol/l (p
< 0,05). Además, se obtuvo una mayor respuesta a la
Ach en los segmentos de aorta obtenidos de conejos
control que en los conejos alimentados con una dieta
rica en colesterol (fig. 1). El tratamiento con simvas-
tatina de los conejos alimentados con una dieta rica
en colesterol normalizó la relajación inducida por
acetilcolina (fig. 1). El tratamiento con simvastatina
de conejos alimentados con la dieta estándar no modi-
ficó la respuesta vasodilatadora a Ach (EC50 10–7

mol/l) con respecto a los conejos control. No se ob-
servaron diferencias significativas en la respuesta va-
sorrelajadora independiente del endotelio al NPS en-
tre los segmentos aórticos obtenidos de conejos
control y los alimentados con colesterol tratados con
simvastatina (fig. 2).

Las concentraciones de colesterol en el plasma en
los animales alimentados con colesterol fueron mayo-
res que en los conejos control (control, 37 ± 3 mg/dl;
alimentados con colesterol, 905 ± 28 mg/dl; p < 0,05).
El tratamiento con simvastatina redujo los valores de
colesterol plasmático, aunque permanecieron signifi-
cativamente más elevados que en conejos control (570
± 20 mg/dl; p < 0,05). Posteriormente se analizó la im-
portancia de los cambios del colesterol observados con
el tratamiento con simvastatina sobre la relajación de-
pendiente del endotelio. Para ello, un grupo de conejos
fueron alimentados con la dieta hipercolesterolemiante
durante 3 semanas, seguida de 3 semanas en las que
volvieron a recibir la dieta normocolesterolémica. Las
concentraciones de colesterol en el plasma en estos co-
nejos fueron significativamente reducidas en compara-
ción con los conejos alimentados con colesterol duran-
te 6 semanas (600 ± 23 mg/dl; p < 0,05). Este efecto se
acompañó de una mejora en la relajación dependiente
del endotelio en respuesta a la Ach, aunque esta mejo-
ra fue menor que la observada en los conejos tratados
con simvastatina (fig. 1).
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Fig. 1. A: respuesta vasodilatadora a acetilcolina (Ach) en conejos so-
metidos a una dieta estándar (control, círculo cerrado), conejos con
una dieta rica en colesterol (triángulo cerrado), conejos con una dieta
rica en colesterol tratados con simvastatina (cuadrado cerrado) y cone-
jos alimentados con una dieta estándar tratados con simvastatina (cua-
drado abierto). B: respuesta a Ach en conejos control (círculo cerrado),
conejos sometidos a la regresión dietética (triángulo abierto) e hiperco-
lesterolémicos tratados con simvastatina (cuadrado cerrado). Los re-
sultados se expresan como porcentaje de relajación con respecto a la
contracción con fenilefrina (10–5 mol/l). *p < 0,05 con respecto a los
segmentos obtenidos de conejos controles; **p < 0,05 con respecto a
los segmentos obtenidos de los conejos hipercolesterolémicos.
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Expresión de NOSe en la pared vascular

En segmentos aórticos de conejos alimentados con
colesterol se observó una reducción significativa de la
expresión de proteína NOSe con respecto a la encon-
trada en los animales control y en los controles trata-
dos con simvastatina (fig. 3). El tratamiento con sim-
vastatina protegió la expresión de NOSe en la pared
vascular (fig. 3).

La expresión de NOSe fue también mejorada en los
conejos sometidos a regresión de la dieta, aunque ésta
fue significativamente menor (p < 0,05) que en los co-
nejos hipercolesterolémicos y tratados con simvastati-
na (fig. 3).

Estabilidad de ARNm de NOSe ex vivo

Con el objetivo de determinar la vida media del
ARNm de la NOSe se midieron los valores de ARNm
de NOSe en segmentos de aorta incubados ex vivo en
presencia de actinomicina D.

La vida media del ARNm de la NOSe en la pared
vascular de conejos alimentados con una dieta es-
tándar fue mayor que la de los conejos alimentados
con dieta rica en colesterol (fig. 4). El tratamiento
con simvastatina prolongó la vida media del ARNm
de la NOSe en los conejos alimentados con coleste-
rol (fig. 4).

Es interesante mencionar que los valores basales de
ARNm de NOSe fueron mayores en la pared de los
conejos controles que de los conejos alimentados con
dieta rica en colesterol (fig. 4).

Presencia de proteínas citosólicas que se unen a
la región 3’ no codificante del ARNm de la NOSe

La adición de extractos citoplasmáticos de aorta ob-
tenidos de conejos control a la sonda marcada radiacti-
vamente conteniendo el extremo 3’-UTR del ARNm
de la NOSe, sonda UTR-L, resultó en la aparición de
una banda retardada, la cual también apareció en los
extractos citosólicos de las aortas de los conejos con-
trol tratados con simvastatina (fig. 5). El complejo de
unión de la sonda entre UTR-L y las proteínas citosóli-
cas de aorta se incrementó cuando los extractos citosó-
licos de aorta fueron obtenidos de conejos hipercoles-
terolémicos (fig. 5). El tratamiento con simvastatina
redujo significativamente la interacción de las proteí-
nas citosólicas a la sonda UTR-L marcado radiactiva-
mente. De igual forma, los conejos control tratados
con simvastatina redujeron la unión con respecto a los
controles. La actividad de unión de los extractos cito-
sólicos al UTR-L también fue reducida en los conejos
con regresión a una dieta estándar, aunque continuó
siendo mayor que la observada en los conejos tratados
con simvastatina (p < 0,05) (fig. 5).
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Fig. 2. La gráfica representa la respuesta vasodilatadora a nitroprusia-
to (NPS) en conejos sometidos a una dieta estándar (control, círculo
cerrado), conejos con una dieta rica en colesterol (triángulo cerrado),
conejos con una dieta rica en colesterol tratados con simvastatina
(cuadrado cerrado) y conejos alimentados con una dieta estándar tra-
tados con simvastatina (cuadrado abierto). Los resultados se expresan
como porcentaje de relajación con respecto a la contracción con feni-
lefrina (10–5 mol/l).

Fig. 3. Expresión de la proteína NOSe mediante Western blot en seg-
mentos aórticos de conejos con una dieta estándar (C), conejos alimen-
tados con una dieta estándar tratados con simvastatina (C + Simv), co-
nejos sometidos a una dieta rica en colesterol (HC), conejos con una
dieta rica en colesterol tratados con simvastatina (Simv) y conejos so-
metidos a regresión en una dieta normocolesterolémica (Reg). La gráfi-
ca de barras presenta la medida densitométrica del Western blot corre-
gida por la expresión de betaactina como control de carga. Los
resultados se expresan como media ± EEM de 12 conejos diferentes por
cada grupo experimental. *p < 0,05 con respecto a los conejos control.



El tratamiento de los extractos citosólicos de aorta
con proteinasa K (87 µg/ml) previamente a su incuba-
ción con la sonda UTR-L impidió la formación del
complejo, lo que indicó la participación de proteínas
en la interacción de estos extractos citosólicos con la
región 3’-UTR del ARNm de NOSe.

Identificación de la proteína citosólica que se une
a la región 3’ no codificante del ARNm de la
NOSe

La identificación de las proteínas citosólicas im-
plicadas en la unión con el extremo 3’-UTR del
ARNm de la NOSe se llevó a cabo fijando previa-
mente la unión de las proteínas citosólicas al ARNm
mediante luz ultravioleta, apareciendo una banda es-
pecífica con un peso molecular aparente de 60 kDa
cuando se incubaron con extractos citosólicos de
aorta con la sonda UTR-L. La intensidad de la banda
de 60 kDa fue mayor en los extractos citosólicos ob-
tenidos de los segmentos aórticos de conejos alimen-
tados con una dieta rica en colesterol (fig. 6). El tra-
tamiento con simvastatina de los conejos
hipercolesterolémicos redujo el nivel de unión de la
proteína citoplasmática de 60 kDa (fig. 6). Estos re-
sultados indican que las aortas de conejo expresan la
proteína EDIP.

DISCUSIÓN

Este trabajo demuestra la existencia de un nuevo me-
canismo implicado en la disfunción del sistema del NO
en conejos hipercolesterolémicos. Estos animales presen-
tan una disfunción en la respuesta vasodilatadora depen-
diente del endotelio, la cual está asociada a una expresión
menor de la proteína NOSe en el endotelio. Por otra par-
te, extractos citosólicos de la pared vascular contienen
proteínas, particularmente una proteína citosólica con un
peso molecular aparente de 60 kDa, que interaccionan
con la región 3’-UTR del ARNm de la NOSe. La reduc-
ción en la actividad de unión de la proteína citosólica de
60-kDa fue asociada con una mayor estabilidad del
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Fig. 4. Análisis por Northern blot de la expresión del ARNm de la
NOSe en muestras aórticas de conejos controles, conejos con dieta
rica en colesterol (HC) y de conejos con dieta rica en colesterol trata-
dos con simvastatina (HC + Simv), incubados ex vivo en presencia del
inhibidor de la transcripción actinomicina D (10 µg/ml). Se confirmó la
igualdad de carga del ARN con bromuro de etidio determinando los
ARN de 28 s y 18 s. Los resultados se expresan como media ± EEM. 
*p < 0,05 respecto al control; **p < 0,05 respecto a los HC.

Fig. 5. Ensayo en gel de retardo con el que analizamos la presencia de
proteínas citosólicas que se unen a la región 3’-UTR del ARNm de la
NOSe en segmentos aórticos de conejos control (C), conejos alimen-
tados con dieta estándar tratados con simvastatina (C + Simv), cone-
jos con una dieta rica en colesterol (HC), conejos con una dieta rica en
colesterol tratados con simvastatina (Simv) y conejos sometidos a
dieta hipercolesterolémica seguida de dieta normocolesterolémica,
dieta regresiva (Reg). En la gráfica de barras se observa la densitome-
tría del gel de retardo. Los resultados se expresan como la media ±
EEM de los segmentos de 12 conejos diferentes para grupo experi-
mental. *p < 0,05 con respecto a los conejos control.



ARNm de NOSe y una mayor expresión de la proteína
NOSe, además de una mejora en la respuesta vasodilata-
dora dependiente del endotelio.

Regulación del ARNm de la NOSe por EDIP

Los valores de NOSe en células endoteliales en cul-
tivo pueden ser regulados por citocinas y LDL oxida-
das, mediante la desestabilización del ARNm de la
NOSe7,8,12. En un trabajo previo hemos demostrado
que en el citosol de células endoteliales bovinas en
cultivo existen proteínas que interaccionan con la re-
gión 3’ no codificante del ARNm de NOSe y están
asociadas con una reducción de la estabilidad del
ARNm de NOSe12. En este estudio hemos demostrado

que en una situación in vitro de disfunción endotelial
también aparecen estas proteínas citosólicas. El incre-
mento en la actividad de unión de estas proteínas cito-
sólicas fue inversamente proporcional al valor de pro-
teína NOSe, la estabilidad del ARNm de NOSe ex

vivo y la respuesta vasodilatadora dependiente del en-
dotelio.

Los estudios de unión del complejo proteína-ARN
demostraron que la proteína citosólica tenía un peso
molecular aparente de 60 kDa. Este peso molecular
está dentro del rango observado en otras proteínas ci-
tosólicas que se unen a la región 3’-UTR de otros
ARNm, como ocurre con el receptor de la transferri-
na20. Hemos denominado a la proteína citosólica de 
60 kDa como proteína inductora de disfunción endote-
lial (en inglés EDIP).

La mejora en la funcionalidad endotelial observada
en los conejos tratados con simvastatina se acompañó
de una reducción en la actividad de unión de las pro-
teínas citosólicas de la pared vascular al ARNm de la
NOSe; es decir, una disminución en el valor de la pro-
teína citosólica de 60 kDa, un incremento en la estabi-
lidad del ARNm de la NOSe ex vivo y un marcado in-
cremento de la expresión de la proteína NOSe en la
pared vascular. Estos resultados sugieren una asocia-
ción entre la actividad de unión de la proteína citosó-
lica EDIP y el nivel de expresión de la proteína
NOSe.

Papel del colesterol en los efectos
de la simvastatina

La simvastatina mejoró completamente estos pará-
metros, aunque las concentraciones de colesterol en el
suero permanecieron elevadas con respecto a los cone-
jos control hipercolesterolémicos. En este sentido, en
los conejos sometidos a una regresión de la dieta tam-
bién se observó una reducción equivalente de coles-
terol a la de los que recibieron simvastatina. Sin em-
bargo, la mejora en la funcionalidad endotelial, la
protección en la expresión de NOSe y el nivel de inte-
racción de los extractos citosólicos al ARNm de la
NOSe mejoraron más tras el tratamiento con el inhibi-
dor de la HMG-CoA reductasa. En conjunto, estos re-
sultados sugieren un efecto de la simvastatina más allá
de su acción hipocolesterolémica. En este sentido, se
ha demostrado recientemente que la mejora de la fun-
ción endotelial por tratamiento con simvastatina no se
correlacionó con la disminución en el colesterol11.
Además, un estudio in vitro de nuestro grupo ha de-
mostrado que la simvastatina previene in vitro la ex-
presión de la NOSe y la presencia de la proteína EDIP
en células endoteliales bovinas estimuladas con factor
de necrosis tumoral alfa en condiciones en las que el
colesterol no se modificó21.

Por tanto, esto significaría la existencia de un com-
ponente dependiente del colesterol y de uno indepen-
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Fig. 6. Identificación de la proteína citosólica que se une a la región
3’-UTR del ARNm de la NOSe mediante unión por UV y electroforesis
en SDS-PAGE. El ensayo de unión se realizó con UTR-L de ARN y ex-
tractos citosólicos de aorta obtenidos de conejos controles, de cone-
jos hipercolesterolémicos y de conejos hipercolesterolémicos tratados
con simvastatina. La gráfica de barras representa el valor densitomé-
trico de las bandas. Los resultados se expresan como media ± EEM de
6 conejos distintos por grupo experimental. *p < 0,05 con respecto a
los conejos control.



diente en la protección de la expresión de la NOSe por
simvastatina en la pared vascular.

Relación de la proteína EDIP con estos
mecanismos de protección de las estatinas

Los resultados de este trabajo no descartan la exis-
tencia de otros factores que podrían estar involucrados
en la inducción de la disfunción del endotelio. En este
sentido, recientemente se ha implicado a las proteínas
Rho en el efecto protector de las estatinas sobre la fun-
cionalidad endotelial22. Esto se debe a que las proteínas
Rho tienen un papel importante en la regulación del
tráfico de proteínas mediante el citoesqueleto celular,
por lo que podría estar involucrado el factor Rho en la
colocalización de la proteína EDIP con el mensajero de
la NOSe. En esta misma línea, las estatinas han demos-
trado proteger la biodisponibilidad del NO inhibiendo
la formación de radicales libres por la pared vascular23.

No obstante, no sabemos si este u otros mecanismos
están involucrados en la regulación de la presencia o
actividad de la proteína EDIP. Esto garantiza la reali-
zación de futuros estudios.

En resumen, este trabajo demuestra por primera vez
la existencia de la proteína EDIP en una situación in

vivo de disfunción endotelial; esta proteína EDIP de
60 kDa que sería la responsable de la desestabilización
del ARNm de la NOSe y, por ello, de la disfunción en-
dotelial asociada a la hipercolesterolemia. Esta proteí-
na EDIP podría ser una diana terapéutica para proteger
la funcionalidad del endoelio.
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