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Resumen

Antecedentes: Tanto los ancianos como los pacientes con enfermedad renal cronica (ERC) tienen una
mayor probabilidad de sufrir enfermedades inflamatorias cardiovasculares (EICVs), las cuales pueden
asociarse a la calcificacion vascular como inicio de las mismas. Las células endoteliales tienen una
senescencia prematura como mecanismo fisiopatolégico en la ECV asociada a ERC. Hemos demostrado
que las microvesiculas (MVs) producidas por estas células senescentes, debido a su capacidad de
comunicacion intercelular, pueden iniciar dicha calcificacion. Ademas, las toxinas urémicas, como el
indoxil sulfato (IS), que se relacionan con la ERC, también pueden generar una senescencia endotelial
precoz, lo que puede secretar MVs que inicien la calcificaciéon vascular. Todo esto permite que las MVs
puedan ser Utiles para su caracterizacion como biomarcadores tempranos y/o diana terapéutica en estas
patologias.

Materiales y métodos: Se trataron células endoteliales (HUVEC) con IS. La senescencia se cuantificd
por el método de B-galactosidasa. Por citometria de flujo se aislaron y se caracterizaron las MVs
producidas por las HUVEC senescentes, y se utilizaron para el tratamiento de células musculares lisas
(HASMC) durante 9, 20 y 30 dias. En HASMC se valoraron los depésitos de calcio por el colorante rojo
alizarina. A los 30 dias, mediante el kit de fenolsufoneftaleina, se cuantificd el contenido de calcio.
Mediante PCR cuantitativa se determin6 en HASMC la expresion de genes pro-calcificantes y por western
blot la expresion de un marcador especifico de HASMC (SM22a).

Resultados: El tratamiento con IS indujo senescencia precoz en HUVEC (control: 7,07+2,87% vs. |IS:
72,90+13,09%, p<0.0001) y se observé un incremento en la produccion de MVs (control: 1,68+1.00 vs. IS:
9.92+4,29 MVs/célula, p<0.005). Las MVs procedentes de células con senescencia precoz por el efecto
del IS indujeron calcificacion en HASMC, en un proceso asociado a desregulacion en la expresion de
genes procalcificantes (Runx2, BMP2). Ademas, las MVs generadas en HUVEC tratadas con IS producen
un proceso de desdiferenciacion de las HASMC (expresion de SM22a).

Conclusion: Las células endoteliales que tienen una senescencia precoz como consecuencia del estrés
oxidativo generado por las toxinas urémicas son capaces de producir MVs que promuevan la calcificacion
vascular. Su cuantificacion en plasma permite que se pueda utilizar como biomarcador para valorar la
progresion de la enfermedad en sujetos susceptibles y para disefiar dianas terapéuticas que eviten la
generacion o la presencia en el espacio extracelular de MVs procalcificantes.
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INTRODUCCION

Los pacientes con enfermedad renal cronica (ERC) se caracterizan por sufrir una disfuncion endotelial
producida por la acumulacién de toxinas urémicas, entre otros desencadenantes. Al igual que ocurre en
otras situaciones, en la ERC se sugiere que esta disfuncion endotelial es el elemento inicial en la cascada
de eventos que va a conducir al desarrollo de enfermedad cardiovascular (ECV), principal causa de
morbilidad y mortalidad entre los enfermos con ERC. Conocer como se produce la cascada de dafio que
se inicia en el endotelio es un objetivo clave para prevenir la progresion de las ECV [1].
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Junto con la disfuncién endotelial, el desarrollo de calcificaciones vasculares (CV) también es
frecuentemente observado en los enfermos con ERC [2] y en las personas mayores [3]. De hecho, la
determinacion de calcificacion es utilizada como un elemento predictor de morbilidad y mortalidad
cardiovascular en estos pacientes, asi como de evolucion clinica y pronostico [4]. El diagndstico de la
misma se realiza por analisis radiolégicos y no hay ningin biomarcador especifico descubierto [5].

Estudios recientes sugieren que la produccion de vesiculas extracelulares (VE) por las células endoteliales
es un elemento fisioldgico clave, puesto que vehiculan sefiales epigenéticas a través de las cuales la célula
endotelial mantiene la homeostasis vascular. Pero también hay numerosos estudios clinicos y
experimentales que demuestran que cuando las VE endoteliales vehiculan sefiales alteradas promueven
dafio en otras células vasculares y, en consecuencia, actlan como un mecanismo fisiopatoldgico
promoviendo la progresion del dafio vascular que llevara al desarrollo de ECV [6].

Estas VE son estructuras en forma de esfera delimitadas por membrana que se producen por la mayor
parte de las células en respuesta a un estimulo fisiologico y/o patolégico para posteriormente ser liberadas
al medio extracelular. Se clasifican en 3 subtipos, donde las microvesiculas (MV), también conocidas
como microparticulas, serian las mas relevantes en nuestro estudio [7]. Las MV influyen sobre la
regulacion de la homeostasis al participar en la comunicacion intercelular. Sin embargo, en condiciones
patologicas, las células dafiadas son capaces de liberar distintas cantidades de MV que se caracterizan por
transportar moléculas diferentes, promoviendo una serie de cambios que pueden desencadenar dafios en
otras células de tejidos adyacentes [8—10]. En concreto, aquellas producidas por células endoteliales se
pueden cuantificar en sangre periférica y usarse como posible biomarcador para evaluar el dafio endotelial
[3,11,12]. De este modo, su caracterizacion fenotipica podria proporcionar informacion sobre el
mecanismo por el cual las células endoteliales causan lesiones vasculares y, por tanto, median el
desarrollo de las enfermedades cardiovasculares (ECV) [13,14].

La calcificacion en las células vasculares va a producirse por una cadena de sefiales que terminan en una
transformacion osteogénica y que comienza con las MV liberadas por las células [15] al actuar como una
sefial en el proceso de calcificacion donde se regula el equilibrio entre el fosforo inorganico y el calcio
[3]. Ademas, las células musculares lisas vasculares (CMLV) se vuelven susceptibles a la accion de las
MV vy sufren una desdiferenciacion progresiva en su fenotipo, haciendo que se asemejen a los
osteoblastos [16].

La temprana identificacion de la calcificacion vascular en pacientes con ERC o incluso en etapas previas
a este proceso, junto con el entendimiento del mecanismo fisiopatoldgico de la CV, podria ser esencial
para prevenir la progresion de la ECV. El problema hasta la fecha es la falta de conocimiento sobre los
mecanismos celulares y moleculares involucrados en el desarrollo de CV. Diferentes estudios han
identificado a las VE, producidas por células inflamatorias o las propias células musculares lisas, como un
elemento de enucleacion a partir de la cual se precipita el proceso de calcificacion en las células
musculares lisas [17]. Sin embargo, estos estudios experimentales no dan respuesta a una pregunta clave,
como elementos circulantes en sangre periférica como las toxinas urémicas, hacen que se dafien células
como las musculares lisas que, por su situacion anatémica, no estan en contacto directo con las mismas.

En este estudio hemos planteado como hipdtesis el hecho de que toxinas urémicas y otros elementos
circulantes en sangre periférica inducen senescencia y dafio endotelial. Estas células senescentes
produciran VE alteradas que vehiculan sefiales andmalas y promueven dafio en otras estructuras
vasculares, como las células musculares lisas, promoviendo, en consecuencia, la calcificacion vascular y,
con ella, las ECV. Este enfoque podria ser util como herramienta de diagnostico en futuros estudios para
identificar pacientes con riesgo de sufrir CV y, asimismo, desarrollar nuevas terapias dirigidas a la mejora
de la salud.

Materiales y métodos

Cultivos celulares

Se cultivaron células endoteliales de vena umbilical humana (HUVEC, CC-2517, lote 323352; Lonza) en
medio EGM (Lonza) suplementado con suero bovino fetal (FBS; Sigma) inactivado por calor al 10%. Los
cultivos se mantuvieron a 37 °C en condiciones de 5% de CO; y 95% de humedad en el medio EGM,
(EBM, CC-3121; CC-4133, Lonza) que contiene extracto de cerebro bovino, acido ascorbico,
hidrocortisona, factor de crecimiento epidérmico y gentamicina / anfotericina-B. Los experimentos con
HUVEC se realizaron en células con < 9 pases (PD < 20). La tasa de duplicacion de la poblacion (PD)se
calcul6é utilizando la féormula PD = [In {nimero de células cosechadas} - In {numero de células
sembradas}) / In2].

Se obtuvieron células de musculo liso aoértico humano (HASMC, CC-2571, Lonza) y se mantuvieron en
el medio SmGM-2 (Lonza; CC-3181) suplementado con 20% de FBS (Sigma) a 37 °C en una atmosfera
humidificada con 5% de CO,. Se usaron los pases 5—7 para los experimentos.



Disefno experimental en HUVEC tratadas con IS

Las HUVEC se sembraron el dia anterior (dia 0) al tratamiento en medio EGM (Lonza) suplementado con
10% de FBS (Sigma). Al dia siguiente (dia 1), las células endoteliales se trataron durante 3 dias con 250
puM de IS (indoxil sulfato; Sigma) disuelto en DMSO (Sigma). En el dia 4 se cambiaron los medios para
HUVEC vy, al dia siguiente (dia 5), se recogieron sobrenadantes de las células (Figura 1). En cada
experimento se agruparon los sobrenadantes segun las condiciones y las MV se aislaron como se describe
en el siguiente apartado.
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FIGURA 1. Diagrama esquematico del disefio experimental para obtener un modelo de senescencia
en células endoteliales (HUVEC) tratadas con IS.

Aislamiento y cuantificacion de MV

Los sobrenadantes del cultivo celular se centrifugaron en serie (15 minutos a 3.000 rpm para eliminar
células y restos celulares, y 30 minutos a 14.000 rpm para concentrar las MV) en centrifugadoras
Eppendorf, segiin la Sociedad Internacional de Trombosis y Hemostasia ['%].

Las MV agrupadas de los cultivos de HUVEC tratados con IS y control se caracterizaron siguiendo las
pautas de la Sociedad Internacional de Vesiculas Extracelulares (ISEV) [°]. Las MV agrupadas de las
células endoteliales control y tratadas con IS se mezclaron en cantidades iguales y luego se caracterizaron
y cuantificaron segin tamafio usando el citometro de flujo Beckman Coulter Cytomic FC 500 con el
software CXP.

Determinacion de la actividad de la B-galactosidasa

Las HUVEC control y las tratadas con IS se tifieron para evaluar la actividad de B-galactosidasa (SA-f-
gal) mediante un kit de senescencia (Abcam, Catidlogo # ab65351) de acuerdo con el protocolo del
fabricante. Para ello, el dia 5 del disefio experimental, las células endoteliales control y las tratadas con IS
se lavaron con PBS y se fijaron en solucioén de fijacion durante 12 minutos a temperatura ambiente. A
continuacion, se lavaron en PBS para eliminar la solucidon de fijacion y se incubaron con SA-B-gal a 37
°C durante 16 h sin CO,. Al final del periodo de incubacion, las células SA-B-gal-positivas se
identificaron como células tefiidas de azul bajo un microscopio 6ptico. El nimero de células positivas se
contd y normaliz6 con el numero de células totales en el mismo campo. El porcentaje de células positivas
para SA-B-gal se calculo haciendo el recuento de 8 campos microscopicos seleccionados al azar (aumento
100X).

Tratamiento de HASMC con MV y determinacion de niveles de mineralizacion

Las HASMC se sembraron en placas de 24 pocillos a una densidad de 10000 células/pocillo, y se
cultivaron con 50000 MV/mL durante 9, 20 y 30 dias en medio DMEM suplementado con FBS al 2%.
Las células expuestas a DMEM suplementado con FBS al 2% con fosforo inorganico 2,0 mM (Pi;
condicion procalcificante) se usaron como control positivo.

La deteccion y cuantificacion de depdsitos minerales en HASMC se realizdé mediante rojo de alizarina,
(método de tincion cualitativa). Las muestras se fijaron (50% de etanol 5 mins y 95% de etanol 5 mins),
se tifieron durante 5 mins con rojo de alizarina S (40 mM, pH 4,2; Sigma) y se enjuagaron con 50% de
etanol. Al final del periodo de incubacidn se utilizd un microscopio de luz invertida con contraste de fase
y se tomaron imagenes de las células (Optika; aumento 100X).

Cuantificacion de depdsitos de calcio

Una vez finalizado el periodo de incubacion maximo de 30 dias, se cuantificaron los niveles de calcio.
Las células musculares lisas se descalcificaron con HCI 0,6 N durante toda la noche a 4 °C. El contenido
de calcio de los sobrenadantes se determiné por espectrofotometria, usando un kit que contiene colorante
de fenolsulfoneftaleina (no. DICA-500, kit de ensayo de calcio QuantiChrom; BioAssay Systems).



Posteriormente, las células se lavaron tres veces con PBS (Sigma) y se solubilizaron en NaOH 0,1 M/SDS
al 1%. El contenido de proteinas procedentes de las células musculares lisas se midié usando el kit de
ensayo de proteina BCA (Pierce), y la cantidad total de calcio se normalizé con respecto al contenido de
proteina total.

PCR en tiempo real

El ARN total se extrajo de las HASMC tratadas con MV, utilizando el kit de purificacién de proteinas
nativas y ARN mirVana PARIS (Ambion), siguiendo las instrucciones del fabricante. EI ADNc se
sintetizo mediante el kit de ADNc de alta capacidad (Applied Biosystems, Foster City, California, EE.
UU.), utilizando 2 ng de ARN total segun las instrucciones del fabricante. Las reacciones en cadena de la
polimerasa en tiempo real (PCR) se realizaron utilizando el sistema de deteccion de secuencia ABI Prism
7500 (TagMan® Universal Master Mix II, No AmpErase® UNG; Applied Biosystems). Para la
identificacion de los genes que participan en la calcificacion de las células musculares lisas se utilizaron
las sondas Taqman: Runx2 (Hs001047973 ml) y BMP2 (Hs00154192 ml), y HPRTI
(Hs02800695 ml), donde este tltimo fue utilizado para normalizar. Las copias de ARNm se calcularon
utilizando un valor de umbral comparativo (Ct). La transformacion relativa se determiné usando métodos
de 224 usando de control HASMC tratadas con MV; y sus niveles se normalizaron a los niveles de
expresion de HPRT1.

Western blot

Los extractos del control y las células endoteliales tratadas con IS, asi como las HASMC control y
tratadas con MV se lisaron usando el tampon de lisis de extraccion de proteinas CytoBuster (Millipore), al
que se le afiadieron inhibidores de proteasa y fosfatasa (Roche). El contenido de proteina total de los
lisados se cuantifico utilizando el kit de determinacién de proteinas BCA (Pierce), utilizando BSA como
estaindar en la curva. A continuacion, se cargaron en los geles de proteinas entre 20-50 pg de
proteina/pocillo y se separaron mediante geles de SDS/PAGE en condiciones reductoras. Las muestras se
transfirieron a membranas de nitrocelulosa (BioRad), se bloquearon en TBS que contenia Tween 20 al
0,1% de SDS y leche desnatada en polvo al 5% durante 1 hora a temperatura ambiente. Se utilizé el
anticuerpo primario SM22a (Santa Cruz Biotechnology, sc-53932, dilucion 1/500, 22 kDa) y a-tubulina
(T5158; Sigma) como control de carga. Después del lavado, las membranas se incubaron con anticuerpos
secundarios Novex (1: 5000). Las bandas se visualizaron con el sustrato Luminata Crescendo Western
HRP (Millipore). La eficacia de la transferencia de proteinas se evalué mediante tincion con Red Ponceau
(Sigma). Las bandas se cuantificaron usando el software Image J (NIH) y los niveles de proteina se
normalizaron con los niveles anti-a-tubulina en HASMC.

Analisis estadistico

Los datos se expresaron como: mediastSD. La prueba t de Student o la prueba de Mann-Whitney se
usaron para comparar variables que estaban distribuidas normalmente o no, respectivamente, en dos
grupos. De lo contrario, la significacion estadistica se determind utilizando ANOVA, seguido de la
prueba de Kruskal-Wallis. Se consideré que un valor de p <0,05 era estadisticamente significativo, en el
que * p <0,05, ** p <0,01 y *** p <0,001. Para todo ello se utilizé el programa GraphPad Prism 6.

Resultados

El tratamiento con IS induce senescencia en HUVEC

El tratamiento con IS en HUVEC produjo un aumento en el nimero de células senescentes al observar un
incremento significativo en comparacion con las células control, lo cual se averiguo al tefiir las células
con [(-galactosidasa (SA-B-gal). Junto a esto se observo una diferencia en la morfologia de estas células
senescentes, adquiriendo una morfologia celular aplanada y agrandada tipica (Figura 2A).

Al calcular el porcentaje de senescencia se observo que éste era diverso, a pesar de que todos los
experimentos de exposicion a IS se realizaron en las mismas condiciones. Como consecuencia de esta
observacion y en base a estudios previos realizados por nuestro grupo [?°], se establecieron dos grupos
con diferentes porcentajes de senescencia con el tratamiento de IS. Un grupo tenia un porcentaje
intermedio de células senescentes (42,85 =+ 4,72%), mientras que el otro tenia un porcentaje elevado de
células senescentes (72,90 + 13,09%), en comparacion con el porcentaje de células endoteliales no
tratadas (7,07 £ 2,87%) (Figura 2B).
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FIGURA 2. Senescencia en HUVEC. Las HUVEC desarrollan un fenotipo senescente después del
tratamiento con IS (250 uM durante 3 dias). El porcentaje de HUVEC senescentes se determind
mediante tincion de p-galactosidasa. (A) Imagenes de microscopia de contraste de fase. (B) Los datos
representan mediastSD y se expresan como porcentaje de células totales. Control (n = 6);
Senescencia intermedia inducida por IS (n = 4); Senescencia elevada inducida por IS (n = 4);
aumento, x100. *** p <0,001. Control de HUVEC vs. HUVEC tratadas con IS.

Liberacion de MV por IS

El nimero de MV en HUVEC controles y tratadas con IS fue determinado para ver si se podia observar
una mayor produccion de MV cuanto mayor era el grado de senescencia. El nimero de MV se evaluo
mediante citometria de flujo (numero/pL), y el recuento total de células endoteliales se cuantificé con la
camara de Neubauer. La relacion se expresd como el cociente entre el nimero de MV/niimero de HUVEC
(ratio MV/célula). Cabe destacar el aumento que se observo en la produccion de MV por célula durante la
senescencia elevada inducida por IS (9,92 + 4,29, n = 4), en comparacion con el control (1,68 + 1,00, n=
6). También se observo un aumento, pero no significativo, (2,88 + 1,17, n=4) en el grupo de senescencia
intermedia inducida por IS (Figura 3).
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FIGURA 3. Cociente de MV por célula generadas por el tratamiento con IS en HUVEC. La
relacion se expresa como el cociente entre el nimero de MV y el numero de células HUVEC en cada
experimento (relacion de MV por célula). Control (n = 6); Senescencia intermedia inducida por IS (n
= 4); Senescencia elevada inducida por IS (n = 4). ** p <0,01, Control de HUVEC vs. senescencia
elevada inducida por IS. # p <0,001, senescencia intermedia inducida por IS vs. senescencia elevada
inducida por IS.
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Las MV liberadas de HUVEC tratadas con IS inducen calcificacion en HASMC

El posible efecto procalcificante de las MV generadas por HUVEC tratadas con IS se evaluo al tratar
HASMC con MV (50000 MV/mL) durante 9, 20 y 30 dias. Los depositos de calcio se evaluaron en los
diferentes dias por medio del colorante rojo de alizarina en HASMC (Figura 4).

Ambos grupos de MV procedentes de células con diferentes grados de senescencia indujeron
calcificacion después de 30 dias de tratamiento, especialmente aquellas MV procedentes de células
endoteliales que alcanzaron una senescencia elevada con el tratamiento con IS. A su vez, las células
HASMC tratadas con MV control no generaron ningtin depdsito de calcio. Como control positivo de
calcificacion se incubaron las HASMC con fosfato, ya que es procalcificante.

La confirmacion de estos hallazgos se sustentd con la cuantificacion del contenido de calcio que se llevo a
cabo mediante un método colorimétrico basado en el reactivo de fenolsulfoneftaleina a los 30 dias de
tratamiento con MV (Figura 4B). En el dia 30 hubo un aumento significativo de los depodsitos de calcio en
HASMC causado por el efecto de las MV de HUVEC tratadas con IS. Ademas, se observaron diferencias
significativas entre el desarrollo de los depdsitos de calcio entre los diferentes grupos de MV generadas
por el tratamiento del IS en las HUVEC (Figura 4B).
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FIGURA 4. Induccion de calcificaciéon en HASMC. Se cultivaron HASMC con 50000 MV/mL del
control y HUVEC tratadas con IS durante diferentes dias de tratamiento. (A) La calcificacion
cualitativa se evalué mediante la tincion de HASMC con rojo de alizarina. (B) El contenido de calcio
se determiné por espectrofotometria usando fenolsulfoneftaleina después de 30 dias de tratamiento
con MV en HASMC. Los histogramas representan el contenido de calcio de las células, expresado
como pg / mg de proteina total. Los datos representan las medias+SD de 3 experimentos
independientes. ** p <0,05 vs. control sin MV; *** p <0,001 vs. control sin MV, y # p <0,001 vs.
MYV de senescencia intermedia inducida por IS al mismo tiempo.
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Las MV de HUVEC tratadas con IS incrementan la expresion de genes procalcificantes en
HASMC

El aumento de la expresion de genes inductores de calcificacion en HASMC fue analizado mediante
gPCR. Los resultados demostraron una induccion significativa de la expresion de los genes
procalcificantes Runx2 y BMP2 (Figura 5A). Esto se pudo observar en las HASMC que habian sido
tratadas con MV procedentes de células endoteliales con un grado de senescencia tanto intermedio como
elevado. Concretamente, las MV de células senescentes intermedias aumentaron los niveles del gen
Runx2 con el tratamiento con MV a los 30 dias y, por otro lado, la expresion del gen BMP2 aumentd
tanto con 20 como con 30 dias de tratamiento con MV. Sin embargo, para las HASMC tratadas con MV
obtenidas de células con senescencia elevada, los niveles de Runx2 se incrementaron tras 9, 20 y 30 dias
y los niveles de BMP2 aumentaron tras 20 y 30 dias de tratamiento.

Este efecto inductor de calcificacion se confirm6é mediante el cambio fenotipico de las HASMC, y se
evaluo la expresion de un marcador de HASMC especifico (SM22a). Sus niveles se evaluaron mediante
Western blot y se observo una disminucion de la expresion proteica de SM22a en HASMC tras 20 y 30
dias de tratamiento con MV de HUVEC tratadas con IS (Figura 5B).
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FIGURA 5. Marcadores de calcificacion de HASMC. (A) Analisis gPCR de ARNm de Runx2 y
BMP2 obtenidos de HASMC tratadas con MV usando el método ACt. Se us6 ARNm de HPRT1 para
la normalizacion. n = 2 por duplicado. ** p <0,05 vs. MV control; *** p <0,001 vs. MV control; #p
<0,05 vs. MV de senescencia intermedia inducida por IS al mismo tiempo. (B) Anélisis de Western
blot de SM22a de HASMC tratadas con MV durante diferentes dias. El sondeo con a-tubulina
permite confirmar la carga igual de proteinas. El grafico presenta datos sobre el analisis de bandas
densitométricas normalizadas con a-tubulina en términos de unidades arbitrarias (UA). n = 2 por
duplicado. *** p <0,001 vs. 9 dias al mismo tiempo.
Discusidn

En la ERC se observa una alta propension a CV, que se asocia al dafio inducido en las células vasculares,
ya sea por las toxinas urémicas o por otras sustancias [5]. Identificar precozmente esta calcificacion
podria ser un proceso critico en la prevencion de la progresion de la ECV como principal causa de
morbimortalidad en estos pacientes. El problema es que hoy en dia no existe un método de diagnostico
para evaluar las etapas iniciales en la formacion de CV o los pacientes con ERC que tienen riesgo de
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desarrollarla, haciendo que se limiten las posibilidades en la mejora de la enfermedad, puesto que esta
patologia se detecta cuando el proceso ya es irreversible [5].

Recientemente, diferentes estudios han descrito a las MV como promotoras de la CV ['72122], lo que
demuestra que las MV juegan un nuevo papel en esta patologia. Sin embargo, el escaso nimero de MV de
células musculares lisas circulantes hace muy dificil su traslacion clinica para ser utilizadas como
biomarcador que identifique sujetos en riesgo de desarrollar calcificacion vascular. Aun asi, numerosos
estudios si que han demostrado la utilidad de caracterizar MV endoteliales en plasma como
biomarcadores diagnostico y prondstico de ECV en diferentes sujetos, incluidos pacientes con ERC
[6,23,24]. Los resultados de este estudio permiten que se extienda el uso de MV endoteliales en pacientes
con ERC que podrian desarrollar CV. Ademas, el hecho de que las MV endoteliales liberadas
experimenten senescencia inducida por IS y promuevan la calcificacion en las CMLV podria ofrecer
nuevas perspectivas que permitirian el desarrollo de terapias basadas en la modificacion de las acciones
procalcificadoras de estas MV.

Como se ha comentado, las toxinas urémicas promueven la disfuncion endotelial en pacientes con ERC.
Esto se ve evidenciado por el hecho de que, entre otras células, las células endoteliales experimentan una
senescencia prematura inducida por toxinas urémicas [25-27]. El tratamiento con IS restringe el nimero
de divisiones celulares que ocurren y hacen que las células endoteliales alcancen senescencia prematura
inducida por estrés (conocido en inglés como SIPS), que se caracteriza por una detencidn irreversible en
el ciclo celular [28]. SIPS es un mecanismo fisiopatologico de ECV que aparece asociado con ERC [29].
En nuestro modelo in vitro se ha observado un porcentaje creciente de células senescentes en las células
endoteliales a lo largo del tratamiento con IS. Esta toxina urémica genera senescencia endotelial
prematura en diferentes proporciones, destacando asi la susceptibilidad de las células endoteliales, ya que
se trata de un cultivo primario y su vida util es limitada. Los resultados destacan la sensibilidad de las
células de cultivo primario de HUVEC tratados con IS.

Ademas, las células endoteliales dafiadas por la toxina urémica IS producen una gran cantidad de MV.
Nuestros resultados mostraron que la liberacion de MV se incrementd en las células endoteliales tratadas
con IS y podria asociarse con el porcentaje de células endoteliales senescentes. En referencia a la
liberacion de MV de las células endoteliales, algunos estudios mostraron que las células endoteliales
dafiadas liberan un mayor nimero de MV [8,9], lo que confirma nuestros datos obtenidos mediante el
tratamiento con IS. Estos datos representan una ventaja en la identificacion de pacientes con ERC con una
lesion endotelial.

Recientemente, nuestro grupo ha demostrado que las células endoteliales que sufren senescencia precoz
producen MV que desencadenan el desarrollo de CV [3]. Ademas, la induccion de senescencia prematura
por toxinas urémicas, un mecanismo patologico en las ECV asociadas a la ERC, genera MV que podrian
modificar las CMLV. Nuestro enfoque experimental se basa en la exposicion de las células vasculares a
las MV liberadas por las células endoteliales tratadas con IS, las cuales podrian aumentar la
susceptibilidad de CMLV a la transformacion dsea y, por lo tanto, promover CV. Nuestros resultados
anteriores demostraron que el tratamiento de MV de un modelo de senescencia endotelial replicativa (en
inglés conocido como SASP) fue capaz de producir acumulacion de calcio en CMLV en el dia 9 [3]. Los
resultados actuales respaldan el hecho de que las MV de HUVEC dafiadas causan un nivel progresivo de
acumulacion de calcio en las CMLV, que se maximiza en el dia 30. Estos datos confirman que las MV
endoteliales producen senescencia prematura en pacientes con ERC y causan CV, lo que también se
observa durante el envejecimiento fisiolégico (modelo de senescencia replicativa in vitro); sin embargo,
ambos procesos presentaron diferencias con respecto al desarrollo de CV. Aunque el desarrollo de CV es
el paso final en ambos casos, la acumulacion de calcio en MV de células endoteliales senescentes se
produce de manera diferente porque los tiempos en los que aparecen los depoésitos de calcio son diferentes
y dependen del tipo de senescencia (SIPS o SASP). Durante el SASP, las MV endoteliales causaron CV
por periodos mas cortos mientras que, durante el SIPS, las MV liberadas por las células endoteliales
dafiadas causaron CV por periodos mas largos. Esto implica que las MV especificas presentes antes y
durante el proceso de CV deberian ser identificadas para evitar que la patologia aparezca en pacientes con
ERC. Estos resultados demuestran la existencia de un mecanismo comiin que subyace al envejecimiento
prematuro y la CV asociada a la edad, ademas de identificar las diferencias en la linea temporal durante la
cual las MV causaron el desarrollo de CV dependiendo del tipo de senescencia inducida por el estimulo
(IS) o la fisiologia producida por el envejecimiento. Recientemente, Panfoli et al. [30] describieron las
MV como herramientas bioldgicas prometedoras para el diagnéstico y la terapia. Centrarse en las MV
especificas que se producen al comienzo del periodo de desarrollo y durante las ultimas etapas de la CV
podria ser util para evitar que la patologia aparezca en pacientes con ERC.

Conclusion

Las células endoteliales se pueden ver dafiadas por las toxinas urémicas como el IS presentes en la ERC e
inducir una senescencia prematura en las células endoteliales y un aumento de MV que son capaces de
promover el desarrollo de CV vy, por tanto, las ECV. Nuestro disefio experimental in vitro ha demostrado,



por primera vez, que las MV representan un nuevo mediador en el mecanismo de transicion osteogénica
en las células vasculares del musculo liso y, por tanto, en la CV. Estos resultados permitirian el desarrollo
de biomarcadores o herramientas terapéuticas en la prevencion y tratamiento de pacientes con ECV y/o
ERC con riesgo de desarrollar CV mediante la cuantificacion en plasma de las MV. Aunque estos datos
deben confirmarse mediante la realizacién de estudios clinicos, los resultados obtenidos respaldan el
hecho de que las MV endoteliales en plasma podrian usarse para valorar la progresion de la enfermedad y
disefiar nuevas terapias que modulen las alteraciones en la actividad de VE.
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