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Resumen

La enfermedad cardiovascular (ECV) es una patologia cominmente asociada
a la enfermedad renal crénica (ERC) que representa la principal causa de morbilidad
y mortalidad en este colectivo. Esta alta incidencia de ECV, tiene lugar como
consecuencia de la disfuncién endotelial causada por diferentes factores presentes en
los pacientes con ERC. Ademds, estos pacientes presentan frecuentemente
calcificaciones vasculares (CV) que dificultan el tratamiento de la ECV y el
prondstico de la misma. Este hecho ha llevado a proponer la identificacién de
biomarcadores precoces de daio endotelial y calcificacién vascular que podrian ser

clave para paliar la ECV asociada a la ERC.

Un mecanismo que se ha propuesto para explicar la disfuncion endotelial en la
ERC es la participacion del sistema inmune; concretamente, se ha asociado con el
aumento de una subpoblacién de monocitos activados en el suero de pacientes
urémicos, los monocitos CD14+CD16++. Estas células aumentan en sangre periférica
de pacientes, incluso en ausencia de datos clinicos relacionados con un proceso
inflamatorio activo, o sin que en sangre periférica se observe un aumento de otros
marcadores de inflamacién como la PCR o citoquinas pro-inflamatorias. Ademas,
entre esta subpoblacién de monocitos y la aparicidén de eventos cardiovasculares se ha

encontrado una relacion directa.

Las microvesiculas (MV) se describieron originalmente como unas estructuras
producidas por diferentes células activadas, se han considerado como marcadores
indicativos de activacién y/o apoptosis celular y reflejan un dafio celular. Se ha
demostrado que los niveles elevados de microvesiculas derivadas de células
endoteliales (MVE) en plasma se pueden considerar un indicador de dafio endotelial
en situaciones patoldgicas; sin embargo también se observan niveles bajos de MVE

en el plasma de sujetos sin patologia vascular.

La situacion de barrera de la célula endotelial (CE) hace que esta se vea
sometida constantemente a estimulos y agresiones por el torrente circulatorio, por lo
que un numero relativamente pequefio de estas células es destruido de manera
continuada. Para mantener la homeostasis vascular, las células endoteliales dafiadas
son reemplazadas por células progenitoras endoteliales (EPC), que tienen su origen
en medula 6sea, y circulan en un bajo porcentaje en sangre periférica. Estas células

precursoras, van a diferenciarse y a reemplazar las CE dafnadas, devolviendo la



Resumen

integridad y el equilibrio vascular. Las MVE producidas por CE sirven de estimulo
para la diferenciacién de EPC por lo que las MVE podrian actuar como “mensajeros”

entre células maduras y células reparadoras.

En base a estas premisas, el objetivo principal de la tesis ha sido caracterizar
el papel de MVE producidas en respuesta a diferentes agentes lesivos para el
endotelio vascular relacionados con la enfermedad renal crénica, determinando la

funcionalidad de las mismas en la regulacion del balance daio/reparacion endotelial.
Los resultados obtenidos sugieren:

1.- En los pacientes con ERC, se produce un aumento en las MVE que se
asocia con una disminucion en el nimero de EPC, lo que sugiere un desequilibrio
entre los procesos de dafio endotelial y de reparaciéon en pacientes con ERC,
principalmente aquellos con CV. Las MV de pacientes con ERC inducen la expresion
de osteocalcina, molécula procalcificante, en células de musculo liso vascular,
fibroblastos y EPC. Nuestros resultados sugieren que las EPC estimuladas con MV, a

través de la expresion de OCN, pueden participar directamente en el proceso de VC.

2.- Los pacientes con hemodialisis mantienen un estado inflamatorio y sufren
alteraciones endoteliales que pueden identificarse utilizando marcadores precoces
cuantificables en sangre periférica. En particular, las MV, con un tamafio de 400-
1000 nm, tienen un posible valor predictivo de utilidad en la prevencién de la ECV en
pacientes con HD. Ademds, la diabetes mellitus altera estos factores implicados en el

dafio inflamatorio y endotelial.

3.- El indoxyl sulfato, puede inducir la vesiculacién de las CE y producir
MVE con diferentes caracteristicas de membrana, contenido de miRNA y otras
moléculas, lo que hace que el mantenimiento de la homeostasis vascular de las EPC
no sea completamente funcional. Estas caracteristicas especificas de las MVE podrian
utilizarse como nuevos biomarcadores para el diagndstico y el prondstico de la

enfermedad vascular.
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Palabras clave: calcificaciéon vascular, células progenitoras endoteliales,
enfermedad cardiovascular, enfermedad renal crénica, microvesiculas endoteliales,

monocitos CD14+CD16++.
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Abstract

Cardiovascular disease (CVD) is a pathology commonly associated with
chronic kidney disease (CKD) that represents the main cause of morbidity and
mortality in this group. This high incidence of CVD occurs as a result of endothelial
dysfunction caused by different factors present in patients with CKD. In addition,
these patients frequently show vascular calcifications (CV) that hinder the treatment
of CVD and its prognosis. This fact has led to propose the identification of early
biomarkers of endothelial damage and vascular calcification that could be a key factor

to palliate CVD associated with CKD.

The immune system has been proposed as a mechanism to explain endothelial
dysfunction in CKD; specifically it has been associated with the rise of an activated
monocytes subpopulation in the uremic patient’s serum, CD14+ CD16++ monocytes.
These cells are increased in the peripheral blood of uremic patients, even when there
is a lack of clinical data related to an active inflammatory process, or without an
increase in other inflammatory markers such as PCR or pro-inflammatory cytokines
in peripheral blood. Furthermore, a direct link has been found between this

subpopulation of monocytes and the appearance of cardiovascular events it.

Microvesicles (MV) were originally described as structures produced by
different activated cells; they have been considered as indicative markers of cellular
activation and / or apoptosis and reflect cellular damage. It has been shown that high
levels of endothelial microvesicles (EMV) in plasma can be considered as an
indicator of endothelial damage in pathological situations; however, low levels of

EMYV are also observed in the plasma of subjects without vascular pathology.

The role as a barriers of the endothelial cells (EC) constantly exposes them to
the stimuli and attacks from the blood torrent, so a relatively small number of these
cells are destroyed continuously. In order to maintain vascular homeostasis, damaged
endothelial cells are replaced by endothelial progenitor cells (EPC), originated in
bone marrow, and they circulate in a low percentage in peripheral blood. These
precursor cells will differentiate and replace damaged EC, returning the vascular
integrity and balance. EVM produced by EC works as stimulation for the EPC
differentiation so the EMV could act as "messengers” between reparative cells and

mature cells.
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Based on these premises, the main objective of the thesis has been to
characterize the role of EMV produced in response to different harmful agents to the
vascular endothelium related to CKD, determining the functionality of these

microvesicles in the regulation of endothelial damage / repair balance.
The results obtained suggest:

1.- In patients with CKD, there is an increase in EMV that is associated with a
decrease in the number of EPC, which suggests an imbalance between the processes
of endothelial damage and repair in patients with CKD, mainly those with CV. The
MYV of CKD patients induce the expression of osteocalcin, a procalcifying molecule,
in vascular smooth muscle cells, fibroblasts and EPC. Our results suggest that EPC
stimulated with MV, through the expression of OCN, can participate directly in the
VC process.

2.- Patients with hemodialysis remain in an inflammatory state and suffer
endothelial alterations that can be identified using quantifiable early markers in
peripheral blood. In particular, MVs, which measure 400-1000 nm, have a possible
predictive value in the prevention of CVD in patients with HD. In addition, diabetes

mellitus alters these factors of inflammatory and endothelial damage.

3.- The indoxyl sulfate, is able to induce EC vesiculation and produce MVE
with different characteristics of membrane, miRNA content and other molecules,
which means that the maintenance of the vascular homeostasis of EPC is not
completely functional. These specific features of the EMV might be used like new

biomarkers for the CVD diagnosis and prognosis.

Keywords: cardiovascular disease, chronic kidney disease, endothelial microvesicles,

endothelial progenitor cells, vascular calcification, CD14+CD16++ monocytes.
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Introduccion

La enfermedad cardiovascular (ECV) en general, y en particular la
aterosclerosis, se considera la patologia mds frecuente y la principal causa de
mortalidad en los paises occidentales; representando el doble de las muertes que
ocurren por cancer y multiplicando por 10 las producidas por accidente. A pesar de
los significativos avances médicos, la deteccion precoz de la enfermedad y un
seguimiento cuidadoso de su evolucidn, siguen siendo las herramientas principales en

la lucha contra esta entidad.

En los pacientes con enfermedad renal créonica (ERC), la patologia
cardiovascular tiene una incidencia muy superior a la de la poblacion general
(Schiffrin, Lipman, and Mann 2007). Esta tasa de mortalidad no se puede explicar
solamente por factores de riesgo cardiovascular cldsicos tales como diabetes,
tabaquismo, hipertension, hipercolesterolemia y edad; sino que ademds de estos
factores, los pacientes con ERC presentan factores de riesgo cardiovascular no
tradicionales que se relacionan con su enfermedad, como son la uremia, alteraciones
del metabolismo fosforo-calcio, aumento del estrés oxidativo, malnutricion,
hiperhomocisteinemia, disfuncion endotelial e inflamacién crénica (Chade, Lerman,
and Lerman 2005, Stenvinkel and Alvestrand 2002, Descamps-Latscha et al. 2005).
De hecho, la mortalidad de los pacientes con ERC por ECV es muy elevada incluso
desde las primeras fases de la enfermedad, cuando el paciente todavia no presenta

sintomatologia (Foley, Parfrey, and Sarnak 1998).

La ECV asociada a la ERC comparte numerosas similitudes con la ECV del
anciano. Numerosos autores postulan que el mayor reto que se vislumbra en el
tratamiento de la ERC puede estar ligado a entender por qué la ERC promueve un
envejecimiento precoz del sistema cardiovascular en los enfermos (White, Yaqoob,
and Harwood 2015). Esto hace que, igual que ocurre en los ancianos, los pacientes
con ERC presenten una alta frecuencia de calcificaciones vasculares (CV) que
dificultan el tratamiento de la ECV y empeoran el pronéstico de la misma (Kendrick
and Chonchol 2011). En los enfermos con ERC el desarrollo progresivo de CV es una
de las principales causas de las alteraciones en la hemodindmica, y como

consecuencia de la morbilidad y mortalidad cardiovascular (Wilson et al. 2001).



Introduccion

1.- Daiio endotelial en la patologia vascular y en la enfermedad renal cronica

Para la deteccion precoz de la ECV, el principal elemento indicativo de
deterioro vascular es la alteracion del endotelio. De hecho, la disfuncién y el dafo
endotelial se consideran el primer estadio en la ECV (Tesfamariam and DeFelice
2007). La disfuncion endotelial es el primer evento en el desarrollo de aterosclerosis
(Steffel and Liischer 2009). El endotelio modula las propiedades mecdnicas y
geométricas de las arterias. Por ello, la disfuncion endotelial podria estar implicada,
no soélo en el desarrollo de la aterosclerosis, sino también en el remodelado vascular
(arteriosclerosis) y, en definitiva, en el elevado riesgo cardiovascular descrito en los

pacientes urémicos (Mombouli and Vanhoutte 1999).

La disfuncién endotelial se caracteriza funcionalmente por la desregulacion de
la produccion de o6xido nitrico (NO) y endotelina 1 (ET-1) (Kawashima and
Yokoyama 2004, Sudano et al. 2007) que conduce a la incapacidad funcional de las
células endoteliales (CE), asi como un aumento en las moléculas de adhesioén y
quimiotaxis y una alteracion en la permeabilidad (Holubarsch 2000). De forma
progresiva, la disfuncion endotelial avanza desprendiéndose de la capa intima de las
células dafiadas y originado un “hueco desnudo” que expone al exterior el espacio
subendotelial rico en coldgeno y proteinas fibrilares, cuya consecuencia a largo plazo
es el desarrollo de una enfermedad aterosclerética (Ross and Glomset 1973, Ross

1999).

Existen otras moléculas que tienen relacién con estos procesos, como el factor
transformante de crecimiento  (TGF- ), con importantes aplicaciones en la génesis
de la fibrosis que acompafa a la inflamacién vascular y de los 6rganos diana del
proceso patolégico cardiovascular (Redondo, Santos-Gallego, and Tejerina 2007).
Ademads, hay que tener en cuenta otros factores de crecimiento secretados por las
células activadas en el proceso de dafio endotelial, tales como factor de crecimiento
de los fibroblastos (FGF), el factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF)
(Volger et al. 2007) o el factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF) (Celletti
et al. 2001), que se encuentran relacionados con el crecimiento de la placa

aterosclerdtica.



Introduccion

1.1 Fisiologia del endotelio vascular

En los ultimos afios se ha demostrado que el endotelio es algo mds que una
simple barrera inerte entre la sangre y la pared vascular. El endotelio se considera un
elemento activo que participa en la regulacion del tono vascular, del crecimiento y
migracion de la fibra muscular lisa vascular subyacente y del mantenimiento de la
arquitectura vascular, en la regulacién la composicién de la matriz subendotelial, en
la permeabilidad a sustancias, en fendmenos inflamatorios (reclutamiento vy
transmigraciéon de leucocitos y plaquetas), y en el balance entre coagulaciéon y
fibrinolisis. Ello requiere la participacion de distintos mediadores que tienen como
nucleo central la CE, requiriendo para su buen funcionamiento de su integridad tanto

funcional como estructural (Cases et al. 2003).

Las CE, son células aplanadas conectadas entre si en la capa interior de los
vasos sanguineos formando una monocapa que tapiza todo el sistema vascular y
controla la comunicacion entre la sangre y los vasos sanguineos, ejerciendo un papel
dual como sensor y transmisor de sefiales. Sus precursores, las células progenitoras
del endotelio (EPC), se originan en la médula 6sea, entran en la circulacion y llegan a
la zona donde deben ejercer su funcién, regenerando o activando la regeneracion

(Drexler 1997).

1.2 Marcadores de disfuncién endotelial
En la practica clinica, existen marcadores de inflamacién que se han

relacionado con el dafio endotelial, como la proteina C reactiva (PCR). Esta proteina
pertenece a la familia de las pentraxinas, grupo de proteinas muy preservadas durante
la evolucién y que preceden al desarrollo de las respuestas inmunes. Sus niveles
sanguineos son el resultado directo de su sintesis hepética. La activacién del gen
encargado de su sintesis se produce por la accién de la interleucina-6 (IL-6) (Castell
et al. 1990) . La interleucina-1 (IL-1), los glucocorticoides, y los productos de
activacion del complemento actian sinérgicamente potenciando las acciones de la IL-
6 (Castell et al. 1990). La funcién biolégica principal de la PCR es el reconocimiento
de patégenos y de las células dafiadas del huésped (incluidos antigenos nucleares,
lipoproteinas y células apoptoéticas), y participar en su eliminacion activando las
células fagociticas y el sistema de complemento (Lacson and Levin 2004).
Consecuentemente a su funcién, es una proteina que se encuentra elevada en

numerosas patologias, tales como procesos infecciosos (Griitzmeier and Sandstrom
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1999), virales, como la progresion del virus de inmunodeficiencia humana adquirida
(VIH) (Lau et al. 2006), enfermedades inflamatorias del tejido conectivo, como el
lupus eritematoso sistémico (LES) o la artritis reumatoide (HILL 1951), en obesidad
(Aronson et al. 2004), diabetes mellitus (DM) (Goldberg 2000), y también se
encuentra relacionada con el habito de fumar y el desarrollo de ECV (Abdelmouttaleb

et al. 1999).

1.3 Mecanismos implicados en el proceso inflamatorio y el dafio endotelial asociado a
la uremia

La inflamacién es un proceso complejo que se asocia con numerosas
enfermedades, siendo una de ellas la ERC. En la década de los 90 aparecieron
estudios que relacionaban la inflamacién provocada por la uremia con la ECV y el
mal prondstico de este tipo de pacientes (Noh et al. 1998, Iseki et al. 1999). Existen
dos aspectos que pueden desencadenar un proceso inflamatorio en la ERC, como son
la retencion de moléculas y/o mediadores del proceso inflamatorio, y la generacion de

nuevas moléculas proinflamatorias intrinsecas al proceso urémico

La respuesta inflamatoria juega un papel muy importante en la defensa del
organismo frente a agresiones externas. Su principal objetivo es eliminar los agentes
que pueden producir daio tisular. Pero si esta inflamacion se perpetia en el tiempo,
como pasa en la uremia, el estado inflamatorio crénico puede llegar a ser nocivo para
el organismo, pasando de ser un mecanismo de defensa a ser un mecanismo de dafio
(Barton 2008). Por tanto, el estado de microinflamacién crénica que hay en la uremia,
se ha propuesto como uno de los mecanismos responsables de la disfuncién
endotelial, primer paso para el posterior desarrollo de aterosclerosis; aunque la forma

en que se produce este dafio no es del todo bien conocida.

Como consecuencia de este proceso inflamatorio asociado a la uremia, el
endotelio dafiado produce proteinas tales como proteina quimiotactica de monocitos 1
(MCP-1), que participa en la etiopatogenia de la aterosclerosis (Lin, Kakkar, and Lu
2014), psoriasis (Lembo et al. 2014) o artritis reumatoide (Pavkova Goldbergova et
al. 2012); factor estimulante de colonias de monocitos (M-CSF) que es un regulador
importante de la respuesta inmune y de la homeostasis tisular, y factor nuclear kappa
B (NFkB) que transcribe genes que se encuentran relacionados con el proceso

inflamatorio (Sima, Stancu, and Simionescu 2009).
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1.4 Papel de los monocitos como nexo entre inflamacién y dafio endotelial

Existe otro mecanismo que explica la relaciéon entre inflamacién y dafio
endotelial de los pacientes con ERC. Se basa en una activacion del sistema inmune de
monocitos representada por una subpoblacién monocitica, CD14+CD16++. Estas
células se encuentran aumentadas en sangre periférica de pacientes urémicos aun sin
existir un aumento esencial de marcadores de inflamacion tipicos como la PCR o las

citoquinas proinflamatorias (Ramirez et al. 2006).

Los monocitos de sangre periférica constituyen una poblacién celular muy
heterogénea (Ziegler-Heitbrock et al. 2010), que puede ser diferenciada por la
expresion de moléculas de membrana por citometria de flujo. La mayoria de los
monocitos presentan una elevada expresion de una glicoproteina de membrana
anclada por el receptor GPI (glicosilfosfatidilinositol) del lipopolisacérido bacteriano,
o molécula CD14 y normalmente, no expresan el receptor Fc de la inmunoglobulina
G (FcyRIID) o CD16. A finales de la década de los 80 (Passlick, Flieger, and Ziegler-
Heitbrock 1989), se describi6 una subpoblacion de monocitos que tenian baja
expresion de CD14 y que ademds, coexpresaban la molécula CD16. La funcién
bioldgica de CDI16 en la célula es actuar como componente del receptor de baja
afinidad para Fc, y mediar en la fagocitosis y en la citotoxicidad debida a células

dependientes de anticuerpos.

En funcién de la expresion en membrana de los receptores CD14 y CD16, los
monocitos se diferencian en diferentes subpoblaciones. La nomenclatura que
actualmente se acepta fue aprobada por el Comité de Nomenclatura de la Unidn

Internacional de Sociedades Inmunolégicas (IUIS) (Ziegler-Heitbrock 2000) (Figura
1):

- Monocitos Cldsicos CD14++CD16-: Las células CD14++CD16— forman el
grupo de “monocitos cldsicos” y representan el 90-95% del total de monocitos
periféricos en un individuo sano; expresan CCR2 (Receptor chemoquina C-C tipo 2),
receptor tipo I para la fraccion Fc de la IgG o FcyRI (CD64) que es una glicoproteina
de membrana que se une con alta afinidad a anticuerpos IgG y, L-selectina (CD62L)
que es una molécula de adhesion celular que se expresa en linfocitos y monocitos,
cuya funcién es la adhesion inicial de la subpoblacién de monocitos cldsicos al
endotelio vascular. Su funcién principal es eliminar los neutréfilos apoptoticos en los

lugares de inflamacion (Auffray, Sieweke, and Geissmann 2009).
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- Monocitos Intermedios CDI4++CDI16+: Esta poblacién representa el
porcentaje de monocitos de sangre periférica en sujetos sanos (Wildgruber et al.
2016). En pacientes con ECV y ERC se ha observado una relacién directa entre esta
subpoblacién CD14++CD16+ y la aparicién de eventos cardiovasculares (Rogacev et
al. 2012, Rogacev et al. 2011, Heine et al. 2008). Estas células muestran una
morfologia tipica de macréfagos, actividad fagocitica, caracteristicas angiogénicas y
generacion de especies reactivas de oxigeno intracelular. Para su movilizacion
requieren CCR2, CXR4 (Receptor chemoquina C-X-C tipo 4) que es el receptor del
factor derivado de células estromales tipo 1 (SDF-1) y CD44, que es una
glicoproteina de membrana implicada en la adhesion entre células y diferentes

componentes de la matriz extracelular (Mandl et al. 2014).

- Monocitos no cldsicos CDI4+CDI6++: esta poblacién representa
normalmente el 5-10% del total de monocitos en sangre periférica en sujetos sanos.
Estos monocitos exhiben una mayor expresion de citoquinas proinflamatorias, una
mayor efectividad para la presentaciéon antigénica y una mayor capacidad de
extravasacion, hechos que podrian explicar su frecuente asociacién con la
etiopatogénesis de multiples enfermedades (Ziegler-Heitbrock 2007, Urra et al. 2009,
Mizuno et al. 2005).
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Figura 1. Andlisis de las subpoblaciones monociticas por citometria de flujo. Para
analizar las tres subpoblaciones de monocitos se realiza, A) una region donde se incluyen el
total de monocitos en la ventana de tamaiio (FSC) y complejidad (SSC). A partir de esta
region, se separan las subpoblaciones de monocitos utilizando los anticuerpos CDI4 y

CD16. B) Se muestran las subpoblaciones de un sujeto sano y C) paciente con ERC

Aunque la subpoblacién de monocitos CD14+CD16++ sea minoritaria en
sujetos sanos, puede llegar a alcanzar hasta el 40% del total de monocitos en algunas
enfermedades inflamatorias como en el VIH (Fischer-Smith et al. 2001), en LES, en
IRC (Nockher and Scherberich 1998) y en la artritis reumatoide (Cairns, Crockard,
and Bell 2002). Estos monocitos han sido descritos como una subpoblacion de células
mds maduras que CD14++CD16- y productoras de citoquinas proinflamatorias como

factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a))(Belge et al. 2002).

Ademds, la subpoblacion de monocitos CD14+CD16++ presenta unas

caracteristicas especiales tales como unos teldmeros mds cortos que la subpoblacion
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de monocitos CD14++CDI16- y una mayor de concentracién de citoquinas
proinflamatorias a nivel citopldsmico (Ramirez et al. 2006, Ulrich et al. 2008). Asi
mismo, la subpoblacion monocitica CD14+CD16++ induce microinflamacion
endotelial por un aumento de las especies reactivas de oxigeno (ROS), e inducen un
aumento de la apoptosis en células endoteliales de cordon umbilical humanas

(HUVECS).

Los monocitos CD14+CD16++ presentan una mayor capacidad para alcanzar
y unirse al endotelio vascular dafiado, produciendo en este endotelio un incremento
en la liberacién de citoquinas y factores angiogénicos, una mayor expresion de
moléculas de adhesion endotelial, y un aumento en la liberacién de microvesiculas
(MV) que tienen un efecto nocivo para las CE (Ramirez et al. 2011, Merino et al.
2011, Ramirez et al. 2006). Ademas, en los ultimos afios con los avances en las
“Omicas” se han esclarecido diferencias entre las subpoblaciones monociticas a nivel

de proteoma y también del transcriptoma (Zhao et al. 2009).

En definitiva, la acumulacién de monocitos CD14+CD16++ en sangre
periférica parece jugar un papel destacado en la induccién y/o ser responsables de
perpetuar el proceso inflamatorio en los pacientes con ERC, asi como participar en la

generacion del dafio endotelial asociado a esta inflamacion.

2. Procesos relacionados con daiio del endotelio. Generacion de microvesiculas

Las CE presentan una superficie no adherente y anticoagulante en relacién con
el flujo de sangre circulante; la lesion de estas células endoteliales puede provocar un
aumento de la adhesion celular y la iniciacion de la coagulacion con el consiguiente
desarrollo de inflamacién y trombosis (Jimenez et al. 2003). Como hemos comentado
anteriormente, la alteracion del endotelio se ha considerado como el primer estadio
para el desarrollo de ECV. En consecuencia, la deteccion de la alteraciéon morfologica
o funcional de la CE resulta fundamental para el diagndstico precoz y la intervencion
profildctica en muchas situaciones protrombdticas y proarteriosclerdticas. Sin
embargo, controlar el estado del endotelio resulta dificil debido a su inaccesibilidad;
esta situacion ha mejorado en los udltimos afios porque se ha demostrado que las
células endoteliales pueden liberar MV, también conocidas como microparticulas,
con caracteristicas que reflejan el estado de la célula que las originé (Minciacchi,

Freeman, and Di Vizio 2015).

13



Introduccion

2.1 Definicién de Microvesiculas

La vesiculacion celular fue descrita por primera vez por Wolf (1967), que
describi6 la liberaciéon de “residuos” celulares tras la activacién plaquetaria (Wolf
1967). Actualmente sin embargo, se sabe que la vesiculacion celular es un proceso
altamente regulado por la propia célula y que va a tener funciones y caracteristicas

especificas relacionadas con su proceso de produccion.

Las MV pueden definirse como particulas esféricas provistas de una capa
fosfolipidica (van der Pol et al. 2012), que producen casi todos los tipos celulares,
como las CE, y que se liberan como consecuencia de un proceso de activacion, lesion

y/o apoptosis(Combes et al. 1999).

En cuanto a su tamafio, estas estructuras se clasifican en tres tipos: los
exosomas, con un tamafio comprendido entre 30 y 100 nm; las microparticulas 6
microvesiculas, que oscilan entre 100 y 1000 nm; y los cuerpos apoptéticos con un
didmetro entre 1 y 3 pm (Gyorgy et al. 2011, van der Pol et al. 2014). EI proceso de
identificacién y separacion de las vesiculas extracelulares ofrece una gran dificultad

debido a su gran variabilidad (Figura 2).

30-100nm  100nm -1 um 1pm -5 pum 8-12 pm
€ > € > € > € >
E
Agregfldos s
proteicos '
Virus Bacterias Plaquetas

j‘y—o—v

Exosoma Microvesicula Cuerpo apoptotico Célula

Figura 2. Rangos de tamaiios de los principales tipos de vesiculas de membrana. Mientras
que los exosomas comparten la distribucion del tamario con los virus, las microvesiculas se

asemejan en tamario a bacterias y agregados de proteinas (por ejemplo, inmunocomplejos).
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Cuerpos apoptéticos y plaquetas caen en el rango de tamaiio de 1-5 um. Modificado de

(Gyorgy B et al, 2011).

Los exosomas son las vesiculas de menor tamafio y derivan de un proceso de
endocitosis de la membrana celular, que a su vez se fusionan en cuerpos intracelulares
(Johnstone et al. 1987). Una vez formados, se liberan al espacio extracelular, donde
llevaran a cabo su funcién, mediante la fusién con la membrana plasmdtica o
liberandose directamente por exocitosis por un proceso de activacion celular. Estas
vesiculas estdn implicadas en la comunicacion célula-célula transmitiendo la
informacién principalmente de tres formas, mediante interaccion ligando-receptor,
por fusién con la membrana citoplasmatica o por fagocitosis (Burger et al. 2013). Los
exosomas contienen microRNA (miRNA), ARN mensajero (ARNm), fragmentos de
DNA vy proteinas (Valadi et al. 2007). Tienen una nula o baja capacidad de ligarse a
Anexina V (Février and Raposo 2004).

Los Cuerpos apoptéticos son fragmentos celulares formados en la etapa tardia
del proceso de apoptosis denominado “budding” que sufren determinadas células y
que se forman como consecuencia de la fragmentacion de la célula durante este
proceso. Estos cuerpos apoptéticos son posteriormente fagocitados por macréfagos,
células parenquimatosas o células neopldsicas y degradados dentro de los
fagolisosomas (Elmore 2007). De manera diferencial con otros tipos de vesiculas,
contienen DNA e histonas y presentan alta capacidad de unién a Anexina V (Distler

et al. 2006).

Las MV, a pesar de que durante mucho tiempo fueron consideradas como
desechos celulares originadas de forma pasiva ante estimulos de dafio celular,
actualmente se acepta de manera consensuada que podrian originarse de forma activa.
Presentan una funcién importante como mediadoras de la intercomunicacién celular
por su capacidad para transportar enzimas, proteinas, fragmentos de material genético
ya sea ADN o ARN, asi como moléculas de miRNA (Beyer and Pisetsky 2010,
Burger et al. 2013). Por ello, las MV constituyen un sistema de comunicacion célula-
célula tanto local como sistémico (Lee et al. 2011). Pueden actuar sobre las células
diana directamente uniéndose a ligandos, receptores de superficie y/o enzimas
asociadas a la membrana, entregando o liberando su contenido directamente al
citoplasma. El que las MV desencadenen mecanismos homeostiticos o deletéreos

sobre otras células diana dependerd tanto de su contenido interno, que serd
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consecuencia de los estimulos que hayan llevado a su formacién, como del nimero de

Exosomas

IProtel’nas ' [ Receptores y proteinas ! ‘ Proteinas '-& RNA y miRNA CMV: cuerpos

Endosomales de membrana multivesiculares

MV generadas (Hugel et al. 2005) (Figura 3).

Figura 3. Origen y composicion de las microvesiculas extracelulares. Modificada de

(Rovira J et al, 2017).

Debido al diferente tamafio de las tres “entidades” de MV, el procesamiento
de la muestra ha de ser diferente para cada una de ellas. Hasta 2010, no existié un
consenso al respecto en cuanto al manejo de la muestra, lo cual habia dado lugar a
una gran heterogeneidad de estudios (Lacroix et al. 2012). De hecho, el estudio de las
MV estd todavia en pleno desarrollo, y ain hay numerosas limitaciones en los
métodos de deteccion y bastantes diferencias en los protocolos de obtencion y
purificacion de MV, que van desde el anticoagulante utilizado, la velocidad de
centrifugacion, las condiciones de filtracidn, y el tipo de almacenamiento utilizado

(Orozco and Lewis 2010).
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La determinacién y/o cuantificacion de las MV puede hacerse por diferentes
técnicas tales como Western blot, “Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay” (ELISA),
microscopia de barrido, microscopia electrénica, espectofotometria de masas,
citometria de flujo (Franquesa et al. 2014), “nanoparticle tracking analysis” (NTA),

“tunable resistive pulse senging” (TRPS) (van der Pol et al. 2016).

2.2 Aislamiento de microvesiculas

Uno de los mayores retos es mejorar y estandarizar los métodos de
aislamiento y andlisis de MV (Théry et al. 2006). Actualmente, las MV se suelen
aislar en su mayor parte a partir de los sobrenadantes de células cultivadas realizando
una ultracentrifugacién diferencial. Se pueden usar diferentes velocidades de
ultracentrifugacion para separar MV de tamafios diferentes (Aalberts et al. 2012).
Ademais, debido al creciente interés en exosomas y otras MV y de su uso como
biomarcadores con potencial diagndstico y terapéutico para la enfermedad, se estdn
desarrollando y comercializando kits que permiten "procedimientos de aislamiento

faciles".

2.3 Biogénesis y eliminacion de microvesiculas

La formacion de MV tiene lugar mediante una evaginacién de la membrana
plasmaética hacia el exterior mediado por la reorganizacién del citoesqueleto. Se ha
observado que la formacién de MV se produce en microdominios de la membrana
plasmdtica, como son las regiones ricas en balsas de lipidos “lipid rafts” o en
caveolas (Morel et al. 2011). Los estimulos que desencadenan dicho proceso son muy
diferentes dependiendo del tipo celular que las genere. Se han descrito MV
procedentes de plaquetas, que fueron las primeras observadas, MV originadas por
CE, de eritrocitos, células musculares, células T, neutréfilos y fibroblastos, entre otras
(Burger et al. 2013). Debido a que en su proceso de formaciéon se produce una
evaginacion de la membrana plasmatica, podemos encontrar en las MV marcadores
de superficie de la célula de origen, lo cual resulta ttil para identificarlas con

diferentes técnicas usando anticuerpos especificos (Lacroix et al. 2010).

En la biogénesis de MV estan implicados procesos de diferenciacion celular,
estrés, activacion celular, senescencia celular, estimulacion por citoquinas, apoptosis,
hipoxia y transformaciéon maligna (Bianco et al. 2009, Parolini et al. 2009, Park et al.

2010). Por tanto, la cuantificacion de MV nos puede permitir conocer qué procesos
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estdn diandose en el momento de su produccién. De este modo las MV son unos
biomarcadores de gran interés que presentan grandes ventajas: se pueden obtener por
procedimientos poco invasivos, nos pueden dar informacion de células minoritarias y
de 6rganos y/o tejidos; e informacién simultdnea y completa de procesos complejos

en los que intervienen diferentes poblaciones celulares.

Los procesos de activacion celular y apoptosis son cruciales para la liberacién
de MV. En los procesos de activacion celular, la liberacién de MV se produce como
respuesta a un estimulo que incrementa la concentracién del calcio intracelular, activa
las quinasas e inhibe las fosfatasas. En cambio, en respuesta a un estimulo apoptético,
es determinante la activaciéon de la Rho-quinasa (ROCK-1); que interviene en la
contraccién de la miosina de la membrana celular posibilitando la unién de la

proteina Rho al guanosin trifosfato (GTP) (VanWijk et al. 2003).

La liberacién de MV no siempre se rige por un aumento de calcio intracelular.
La liberaciéon de MV a partir de plaquetas no estimuladas depende de la integrina

allf3 y de una rotacién del citoesqueleto (Cauwenberghs et al. 2006).

Los mecanismos por los que se eliminan MV estdn mucho menos estudiados.
Las MV in vivo se cree son “ingeridas” por las células fagociticas en un proceso de
fagocitosis en el que la fosfatidilserina puede tener una importante implicacién
(Willekens et al. 2005). In vitro, se ha observado que las microvesiculas derivadas de
plaquetas (MVP) son endocitadas por CE cerebrales y por HUVEC, lo que sugiere un
papel de las CE en la fagocitosis de MVP (Faille et al. 2012, Terrisse et al. 2010).

2.4 Microvesiculas y comunicacién celular

Muchos estudios han documentado el importante papel biolégico de las MV
como mediadores de la comunicacién celular. Las MV transmiten informacién a las
células receptoras que estdn presentes en el entorno extracelular circundante a través
de varios mecanismos. Algunas MV pueden entregar su contenido a través de
diferentes tipos de endocitosis, como la endocitosis mediada por clatrina que es
dependiente o independiente de los receptores; o bien, la macropinocitosis y la
endocitosis mediada por el dominio de las balsas (Cocucci, Racchetti, and Meldolesi
2009, Tian et al. 2014). Una vez absorbidos en el sistema endosomal-lisosémico, las
MYV pueden fusionarse con la membrana del orgénulo y “volcar” su contenido en el

citoplasma o también pueden fusionarse con la membrana de la célula receptora para
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liberar su carga intracelularmente, ya sea directamente o a través de receptores
especificos (Prada and Meldolesi 2016). Ademds, pueden liberar su contenido en el
espacio extracelular y activar una respuesta rapida en las células vecinas (Cocucci and
Meldolesi 2015). Finalmente, las moléculas expresadas en la superficie de la
membrana de las MV pueden desencadenar cascadas de sefializacion a través de
interacciones receptor/ligando sin internalizacién (Raposo and Stoorvogel 2013,
Cocucci and Meldolesi 2015, Loyer et al. 2014). Por lo tanto, las MV tienen el
potencial de proporcionar informacién compleja a multiples células en su entorno
tisular y funcionan como sistemas dindmicos que son capaces de adaptar su
contenido, y consecuentemente su funcion, dependiendo tanto de la fuente celular

como del estimulo que engendro su biogénesis (Figura 5).
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Figura 4. Origen y composicion de las vesiculas extracelulares. A) Mecanismo de

interaccion ligando/receptor, B) Mecanismo de fusion u C) por endocitosis/fagocitosis.

Modificada de (Rovira J et al, 2017).

2.5 Las microvesiculas como elementos trasportadores de miRNA

Los miRNA son moléculas de ARN no codificantes altamente conservadas de
aproximadamente 22 nucledtidos de longitud que ejercen efectos post-
transcripcionales sobre la expresion génica (Bartel 2004). Los miRNA se expresan de
una manera especifica segin el tipo de tejido y de célula, y desempenan papeles

esenciales en muchos procesos fisiopatoldgicos incluyendo la inflamacion
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(Hulsmans, De Keyzer, and Holvoet 2011), las enfermedades metabdlicas y las ECV
(Fernandez-Hernando et al. 2013, Thum and Mayr 2012). La mayoria de los miRNA
estan presentes dentro de la célula, aunque también pueden encontrarse fuera de ella,
incluyendo algunos fluidos corporales (Hunter et al. 2008, Weber et al. 2010). Los
miRNA extracelulares presentan cierta estabilidad a pesar de la actividad RNasa
(Mitchell et al. 2008); por lo tanto, es probable que estos miRNA extracelulares se
encuentren empaquetados dentro de las vesiculas, fundamentalmente exosomas y
MYV, para protegerlos de su degradacion (Valadi et al. 2007, Hunter et al. 2008). Aun
asi, se debate sobre el tipo de vesiculas que participan predominantemente en el

transporte de miRNA (Xu, Yang, and Ai 2013).

2.6 Microvesiculas y su papel en patologias

Las MV se encuentran incrementadas en pacientes con diferentes tipos de
patologias vasculares, metabdlicas, autoinmunes, neurodegenerativas, en inflamacién
crénica y en cancer (Amabile et al. 2014). La utilizacién de MV como marcadores
para la prediccion, diagnéstico, prondstico y monitorizacién de terapias de
enfermedades complejas resulta cada vez mds atractiva, asi como su potencial para

identificar nuevas dianas terapéuticas (Yin, Loyer, and Boulanger 2015).
Microvesiculas y cdncer

Durante los ultimos afios, se ha demostrado que las MV juegan un papel
directo o indirecto en la patogénesis de diversas enfermedades, siendo el cancer una
de ellas (Amabile et al. 2008, Hsu and Camacho 1999). La presencia de MV en
pacientes con cdncer ya se habia observado desde finales de los 70 (Friend et al.
1978); y mas recientemente, se han encontrado niveles elevados de MV en la sangre
de pacientes con cancer (Ginestra et al. 1998, Kim et al. 2003, Zwicker et al. 2009).
Las células cancerosas insensibles a la quimioterapia expresan mas genes
relacionados con la producciéon de MV en contraposicion a las células mas sensibles.
Curiosamente, las MV de las células insensibles contienen altos niveles de farmacos
quimioterapéuticos como Doxorubicin (Shedden et al. 2003) o cis-platino (Safaei et
al. 2005), lo que implica que las células cancerosas probablemente podrian expulsar
el farmaco quimioterapéutico a través de la liberacion de MV con el fin de escapar
del farmaco; y posiblemente, estas MV podrian ser las responsables de proporcionar

un mecanismo para la resistencia a multiples farmacos. Las MV también ayudan a las

20



Introduccion

células cancerosas a evadirse del sistema inmune (Valenti et al. 2006, Hakulinen et al.
2004), pudiendo no sélo favorecer la proliferaciéon y crecimiento de los tumores; sino
que también se propaguen a otras partes del cuerpo a través de las metdstasis (Graves

et al. 2004).
Microvesiculas y enfermedad renal cronica

Los pacientes con ERC presentan niveles elevados de MVP de neutrdfilos, de
eritrocitos y de CE (Faure et al. 2006, Daniel et al. 2006, Ando et al. 2002, Burton et
al. 2013, Amabile et al. 2005, Trappenburg et al. 2012). Ademds, algunos autores han
mostrado que en pacientes en hemodidlisis en nimero de MV no disminuye, sino que,
por el contrario, hay mayor cantidad de MV por lo que se piensa que las MV no se

eliminan por las técnicas de didlisis (Daniel et al. 2006).

Asi mismo, las MV derivadas de CE podria predecir el nimero de eventos
cardiovasculares en pacientes urémicos (Amabile et al. 2012) (Amabile et al. 2012).
Ademads en modelos in vitro de cultivo con HUVEC, se han observado que niveles
elevados de p-cresol e indoxyl sulfato (dos toxinas urémicas unidas a proteinas)

inducen un incremento en la liberacién de MV (Faure et al. 2006).
Microvesiculas y trastornos inflamatorios

Las MV se encuentran elevadas en enfermedades autoinmunes (Sellam et al.
2009, Aatonen, Gronholm, and Siljander 2012) como en el lupus eritematoso
sistémico (LES), en el que las MV se correlacionan con el grado de lipidemia,
gromerulonefritis, y la presion arterial que presentan esos pacientes (Nielsen et al.
2011) (Nielsen CT et al, Arthritis Rheum. 2011 Oct;63(10):3067-77). En pacientes
con artritis reumatoide el nimero de MV se correlaciona con la sintomatologia de la

enfermedad (Knijff-Dutmer et al. 2002).

2.7 Liberacion de Microvesiculas endoteliales, un mecanismo relacionado con el
dafio del endotelio

La activacion o lesion del endotelio vascular da lugar a una gran variedad de
desordenes inflamatorios incluido la liberacion MVE. Como hemos comentado
anteriormente, las MVE son vesiculas anucleadas comprendidas de tamafio entre 100-
1000 nm que las CE emiten como respuesta a una activacion, lesién y/o apoptosis
(Burger et al. 2016, Schiro et al. 2014). Las situaciones de isquemia, hipoxia,

hiperglucemia, niveles elevados de PCR y de urea también inducen la liberacion de
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MVE (Yong, Koh, and Shim 2013). Estos estimulos no son s6lo pro-apoptéticos, sino
que pueden ser pro-inflamatorios, pro-trombéticos u oxidativos(Leroyer, Tedgui, and

Boulanger 2008).

La presencia de MVE se ha constatado en diversos fluidos como saliva
(Berckmans et al. 2011), orina (Smalley et al. 2008), liquido sinovial (Berckmans et
al. 2002), plasma, sangre periférica y también en lesiones inflamatorias (Burger et al.

2013).
Caracterizacion de microvesiculas endoteliales

Las MVE se pueden definir de acuerdo con las glicoproteinas de membrana,
ya que poseen antigenos que se expresan constitutivamente en CE tales como CD31.
Los marcadores de superficie caracteristicos de las MVE que son numerosos y
diferentes, siendo la mayoria de ellos no especificos para las CE. Se han propuesto
estrategias que utilizan una combinacion de proteinas derivadas de diferentes tipos de
células para identificarlas y resolver estas dificultades. Los epitopos derivados de
diferentes tipos de células utilizados son los marcadores CE positivos (por ejemplo,
CD31 y CD144) en combinacién con la ausencia de los marcadores plaquetarios
CD41 o CD42b (Trzepizur et al. 2014). Los niveles de MVE CD31+, MVE CD105+,
MVE CD144+ parecen aumentar como consecuencia de un proceso apoptotico en CE
(Tramontano et al. 2004, van Ierssel et al. 2010). Por el contrario, cuando el endotelio
se activa funcionalmente, aumentan los niveles de MVE CD62E+, MVE CDS51+ y
MVE CD106+ (Tramontano et al. 2004, Tramontano et al. 2010, van lerssel et al.
2010) (Tabla 1).
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CD Antigeno Expresion
CD31 PECAM-1 Apoptosis
CD54 ICAM-1 Activacién
CD62E E-Selectina Activacion
CDI105 Endoglina Apoptosis
CD106 VCAM-1 Activacion
CD144 VE-cadherina Apoptosis

Tabla 1. Marcadores de activacion y apoptosis de microvesiculas endoteliales
Clasificacion fenotipica de las microvesiculas endoteliales

- MVE CD31+: se concentran en las uniones endoteliales. Sin embargo, el
marcador CD31 (PECAM-1) también se expresa en la superficie de plaquetas,
neutréfilos y linfocitos. Por lo tanto, se utilizan marcadores especificos de plaquetas,
tales como CD41 6 CD42b, para distinguir las MVE de las MVP. En definitiva, las
MVE CD31+ se definen como: CD31+/CD41- o CD42b-(Newman et al. 1990).
Algunas de las funciones que se les atribuyen a las MVE CD31+ estan relacionadas
con la biologia vascular, la regulacion de la funcién plaquetaria, la angiogénesis,
activacion células B y T, la permeabilidad de la CE y la transmigracién a través del
endotelio(Patil, Newman, and Newman 2001, Cicmil et al. 2002, Falati et al. 2006,
Woodfin, Voisin, and Nourshargh 2007, Ley et al. 2007), ademdas de reflejar la
apoptosis de las CE.

- MVE CD51+: El CD51 forma un heterodimero con una cadena de integrina-
3, como la glicoproteina Illa (GPIIla) o CD61, y se une a la vitronectina, al factor de
von Willebrand (vVWF) y a la fibronectina (Sosnoski et al. 1988). El CD51 se
encuentra en CE, linfocitos B, monocitos, macréfagos y plaquetas(Kokubo, Uchida,
and Choi 2007). Las MVE CD51 + pueden desempeiar un papel importante en el
posicionamiento (“‘homing”) de leucocitos y en el proceso angiogénico (Sheppard

2004, Ley et al. 2007).

- MVE CD54+: La molécula CD54 (ICAM-1) es el ligando del antigeno

asociado a la funcién de los linfocitos tipo 1 (LFA-1) y es una proteina
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transmembrana que se encuentra en la superficie de las CE, sobre todo en un
ambiente microinflamatorio, en células epiteliales, monocitos, macréfagos, en células
T y en células presentadoras de antigeno (Marlin and Springer 1987, J6zwik et al.

2015, Kim et al. 2015, Xie et al. 2015).

- MVE CD62E+: la molécula CD62E (E-selectina), solo se expresa en CE y se
induce rdpidamente como consecuencia de la activacién por un proceso inflamatorio.
Las MVE CD62E+ pueden desempeifiar un papel importante en el reclutamiento de
leucocitos en el lugar donde existe el dafio durante el proceso inflamatorio (Patil,
Newman, and Newman 2001, Ley et al. 2007). In vitro, el TNFa es capaz de inducir
la liberacion de MVE CD62E+ por las CE (Takahashi et al. 2013, Jimenez et al.
2003). En consecuencia, los niveles de MVE CD62E+ pueden ser indicativas de la

inflamacién existente.

- MVE CD105+: La endoglina (CD105) es un componente de los complejos
factor transformante de crecimiento beta (TGF-f), proteina morfogenética de hueso 9
(BMP-9), proteina morfogenética de hueso 10 (BMP-10) y es un marcador de las
células madre endoteliales y mesenquimales (Smirnov et al. 2015). Se expresa
durante procesos inflamatorios y en el proceso de angiogénesis tumoral, pero su

expresion es baja en CE en condiciones normales(Chrisostomidis et al. 2015).

- MVE CD144+: La VE-cadherina (CD144) se expresa en CE y su funcién es
mantener las uniones endoteliales (Ley et al. 2007), y se encuentra especificamente en
las uniones de adherencia (Bardin et al. 2001). Ademads, cualquier anomalia en la VE-
cadherina estd asociada con la migracion de neutréfilos y un aumento de la
permeabilidad vascular (Conway and Schwartz 2012). Koga y cols. (Schwartz et al.
2002), determinaron los niveles MVE CDI144+ en la circulacion humana,
observandose niveles mds altos en aquellos pacientes con diabetes mellitus y con
enfermedad de las arterias coronarias, incluyendo aterosclerosis. En consecuencia, las
EMV CD144+ pueden ser un sello distintivo de la aterosclerosis a través de la

disfuncién de células endoteliales.

- MVE CD146+: El CD146 es una molécula de adhesiéon de las CE que se
ubica fuera de las uniones de adherencia aunque también se expresa en otros tipos
celulares como en linfocitos B y T (Lehmann, Riethmiiller, and Johnson 1989), en las

células natural killer en situaciones patoldgicas (Elshal et al. 2005) o en pericitos
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(Maier et al. 2010). En este sentido, las MVE CD146+ pueden considerarse otro

marcador de dano endotelial.

Microvesiculas endoteliales como mensajeros de la necesidad de reparacion

vascular

En la circulaciéon sanguinea humana, las MVE constituyen una poblacién
pequena de la familia de MV (5-15%). Sin embargo, se han asociado ampliamente
con la patogénesis de varias ECV, principalmente aquellas que se inician por una
disfuncién endotelial (Faure et al. 2006, Boulanger et al. 2001, Mallat et al. 1999).
Las MVE muestran un papel clave en el crecimiento, divisiéon y maduracién de las
EPC, células que son extraordinariamente importantes para la regeneracion de los
vasos sanguineos (Hristov et al. 2004). Esto sugiere un posible papel conservador de
mantenimiento de la integridad del endotelio, produciéndose en respuesta a la
regeneracion vascular, restauraciéon y protecciéon (Dignat-George and Boulanger

2011).
Papel de las microvesiculas endoteliales en la funcion/disfuncion endotelial.

En ausencia de patologia, las MVE intervienen en el mantenimiento de la
homeostasis vascular participando en el metabolismo del entorno vascular (Gaceb,
Martinez, and Andriantsitohaina 2014). Las MVE estdn implicadas en procesos
relacionados con la vascularizacion patoldgica y juegan un papel importante en el
desarrollo de la ECV. En este sentido, se han relacionado a las MVE con diversos
procesos de fisiopatologia vascular tales como trombosis, inflamaciéon (Williams et
al. 2014) y angiogénesis (Tual-Chalot et al. 2014), participando en numerosos
procesos patoldgicos vasculares, desde el desarrollo de aterosclerosis hasta la rotura
de la placa y la trombosis. Debido a ello las MVE se han convertido en la actualidad

en un potencial marcador de riesgo cardiovascular (Franca et al. 2015).

Los mecanismos por los que aumentan los niveles de MVE en pacientes con
ECYV o disfuncién endotelial parecen estar relacionados con una activacién de las CE,
en respuesta a factores que alteran la estabilidad del endotelio vascular como la
hipertension, vasculitis, ateromatosis, etc. Esto hace que las MVE participen en los
tres procesos derivados del dafio endotelial: inflamacién, formacién de nuevos vasos

y trombogénesis (Franca et al. 2015).
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Por tanto, se piensa que fundamentalmente las MVE y en menor medida, las
MVP son marcadores de funciéon endotelial (Heiss et al. 2008, Chironi et al. 2006).
Algunos estudios han demostrado que los niveles de MVE son un factor prondstico
de ECV; vy, en pacientes con fallo renal crénico, los altos niveles de MVE
CD31+CD42b-, son un factor predictivo independiente de muerte o evento

cardiovascular (Amabile et al. 2012).

La concentracion de MVE en sangre de sujetos sanos es practicamente
irrelevante. Sin embargo, en pacientes con factores de riesgo cardiovascular y
después de que se produzcan eventos cardiovasculares, la concentracion de MVE
aumenta de forma significativa (Noci et al. 2015, Soriano et al. 2014, Carmona et al.
2017). De hecho, se ha observado que en pacientes con ECV existe una asociacién
entre el nimero de MVE circulantes y la puntuacion del riesgo de Framingham,
clasicamente utilizada para predecir el riesgo de morbimortalidad cardiovascular
(Amabile et al. 2014). En particular, los niveles elevados de MVE en enfermedades
asociadas con la lesion vascular, parecen reflejar un proceso inflamatorio y
protrombético. Las MVE pueden participar en el desarrollo y amplificacion de las
ECV actuando tanto sobre células cardiacas como vasculares. Por otro lado,
numerosos estudios han dilucidado el efecto de medicamentos cardioprotectores

sobre la reduccidén de la concentracion de MVE(Yin, Loyer, and Boulanger 2015).

Las funciones especificas de las MVE circulantes no estan del todo
establecidas, aunque se han descrito varios mecanismos por los que pueden

participar:

MVE vy estrés oxidativo: las MV procedentes de diversos origenes como las
CE, monocitos y linfocitos son capaces de promover estrés oxidativo en el endotelio a
través de procesos enzimdticos(Brodsky et al. 2004), aunque existen ciertas
discrepancias en cuanto a su generacion. Estos resultados contradictorios pueden
deberse a que las poblaciones de MV estudiadas son de diferente origen o se han

producido frente a diferentes estimulos.

MVE y coagulacién: Una de las propiedades mejor descritas de las MV es su
capacidad para promover la coagulacion. De hecho, las MV se encuentran elevadas
en trastornos hipercoagulativos probablemente como resultado de su participacion

activa (Meziani, Tesse, and Andriantsitohaina 2008). No se sabe hasta qué punto
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pueden contribuir a la coagulacién in vivo; pero se han realizado varios estudios in
vitro que muestran un papel procoagulante. Las MV en general, poseen dos
caracteristicas especificas que pueden ser responsables de su implicacién en el
proceso de coagulacién, como son la externalizaciéon de la fosfatidilserina como
promotor de la coagulacion y la expresion de TF, que es un componente critico en las
primeras etapas de dicho proceso (Yuana, Sturk, and Nieuwland 2013). Por el
contrario, las MV que presentan el factor inhibidor del TF parecen tener un papel
protector frente al proceso trombogénico (Lechner and Weltermann 2008). Se ha
observado que el cociente entre MV que expresan TF y las MV que expresan factor

inhibidor TF pueda ser un marcador de eventos trombdéticos (Campello et al. 2016)

- MVE vy calcificacién vascular: En los pacientes con ERC, las MVE pueden
participar directamente en la patogénesis de la calcificacién vascular (Soriano et al.
2014). Ademas en estudios in vitro, las MVE producidas en un entorno inflamatorio o
las procedentes de pacientes con ERC promueven la calcificacién de las células de
musculo liso por poseer un alto contenido en calcio y en proteina morfogénica 6sea 2
(BMP-2) (Buendia et al. 2015). Asi mismo un envejecimiento endotelial desempefia
un papel clave en el trastorno cardiovascular. Las MVE del plasma de sujetos
ancianos y las MVE producidas por CE senescentes favorecen la calcificacion de

células de musculo liso vascular (Alique et al. 2017).

-MVE vy su relacién con la inflamacion y la aterosclerosis: La inflamacién
crénica es un factor clave para el desarrollo de aterosclerosis y los efectos de MVE en
procesos inflamatorios han sido objeto de numerosos estudios, ya que podrian
representar tanto una causa como una consecuencia de la inflamacién (Schiro et al.
2014). Las MV aisladas de placas aterosclerdticas humanas pueden transferir [CAM-
1 a las células endoteliales incrementando la capacidad para reclutar células
inflamatorias de una manera dependiente de fosfatidilserina, lo que podria aumentar
la progresion de la placa aterosclerdtica(Rautou et al. 2011). La evidencia mas
concluyente de un papel proinflamatorio para las MVE se encuentra en que la
administracién exdgena de MVE a ratas se asocia con lesiones pulmonares agudas,
con un aumento de los niveles sistémicos y alveolares de citoquinas proinflamatorias
(IL-1B y TNF-a), infiltracién de neutréfilos en el espacio perivascular y lesion

histoldgica (Densmore et al. 2006).
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MVE vy apoptosis: Ademds de ser un potente estimulo para la formacion de
MYV, la apoptosis también puede ser una consecuencia de la sefalizacion de
MV (Burger et al. 2013). Las MV derivadas de monocitos, eritrocitos, CE y plaquetas
contienen caspasa 3(Boing et al. 2008, Abid Hussein et al. 2005). Se piensa que el
contenido de caspasas puede ser un mecanismo dirigido al control de la apoptosis, y
se sugiriere que las MV liberarian la caspasa 3 en las células diana, participando en la
induccion de apoptosis(Abid Hussein et al. 2005). Ademds de la muerte celular, la
caspasa 3 estd implicada en numerosos procesos celulares, por lo que la liberacion de

caspasa puede tener un impacto todavia mayor sobre la célula diana.

MVE vy angiogénesis: Diferentes estudios han descrito el papel de las MV en
la regulacién de la angiogénesis(Burger et al. 2013). Las MVP fueron las primeras
implicadas(Kim et al. 2004) en el proceso angiogénico puesto que contienen al menos
20 factores de regulacion de dicho proceso (Radziwon-Balicka, Moncada de la Rosa,
and Jurasz 2012). Ademads las MVP estimulan la proliferacion, supervivencia,
migracion y formacion de vasos en CE in vitro(Kim et al. 2004). Ademads, la
inyeccion de MV derivadas de plaquetas aumenta la densidad capilar post-isquémica
miocdardica en ratas(Brill et al. 2005). Estudios posteriores han revelado que las MV
aisladas de las placas aterosclerdticas intervienen en la formacion de nuevos vasos y
en la progresion de las placas hacia su rotura(Leroyer et al. 2008). En contraste con
estos estudios, también se ha informado que los MV inhiben el proceso de

angiogénesis bajo ciertas condiciones(Yang et al. 2008, Yang et al. 2010).

- MV vy regeneracion vascular: Inicialmente, la proliferaciéon y migracién de
CE adyacentes se habia identificado como un factor de reparacion endotelial; estudios
posteriores describen un mecanismo para el mantenimiento de la estructura endotelial
que se asocia con la capacidad de las células progenitoras endoteliales (EPC) para
diferenciar y reparar el tejido endotelial dafiado. Debido a la importancia de este
mecanismo de reparacion-dafio endotelial en el mantenimiento de homeostasis
vascular, es 16gico pensar que existe una estrecha comunicacion entre las CE dafiadas
y EPC. Las MVE podrian influir en la regeneracién endotelial interactuando
directamente con la CE promoviendo la regeneraciéon vascular o a través de la
activacion de las EPC(Hoyer, Nickenig, and Werner 2010). Las MVE de plasma tanto
en sujetos sanos como en pacientes con ERC participan sobre la actividad de las

EPC(Soriano et al. 2014). En modelos in vitro se ha demostrado que las MVE pueden
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ser elemento clave en la regeneracion y mantenimiento de la homeostasis vascular

actuando sobre EPC(Luna et al. 2015).

3. Reparacion endotelial y células progenitoras endoteliales

3.1 Definicién de las células progenitoras endoteliales (EPC)

Las EPC son un subtipo de células endoteliales circulantes (CEC) que fueron
descritas por primera vez en 1977 por Asahara T y colaboradores(Asahara et al.
1997). Constituyen, un marcador de dafio endotelial y riesgo cardiovascular. Estdn
disminuidas en sujetos con hipercolesterolemia, hipertension, diabetes mellitus y
fumadores. Aparecen en sangre periférica como respuesta a un trauma vascular o
isquemia tisular, promovidas por el efecto de citoquinas y factores de crecimiento.
Las EPC desempefian funciones de reparacién endotelial y neovascularizacion, de tal
forma que podrian llegar a ser utilizadas como una potencial via terapéutica de

reparacion del endotelio(Kawamoto et al. 2001).

Clasicamente, se ha propuesto que la reparacion de las zonas de dafio
endotelial dependen la proliferacion de las células endoteliales adultas adyacentes al
dafio(Shi et al. 1990). Sin embargo, durante los dltimos afios se ha demostrado que
células derivadas de la médula 6sea podian incorporarse al endotelio dafiado y
diferenciarse hacia CE(Asahara et al. 1997). En los ultimos afios las EPC circulantes
procedentes de la médula 6sea han adquirido una gran relevancia debido al papel que
podrian desempefiar en el mantenimiento de la homeostasis del endotelio.
Constituyen s6lo del 1 al 5% del total de la poblacion celular de la médula dsea y
menos del 0,0001-0,01% de las células mononucleares periféricas circulantes (Khan,

Solomon, and McCoy 2005).

Las EPC tienen un papel clave en el mantenimiento de la integridad vascular y
actian como células reparadoras en respuesta a un dafio en el endotelio(Schmid and
Varner 2009) por esto se pueden considerar como marcadores del dafio

endotelial(Wu, Chen, and Hu 2007).

Posteriormente fueron identificadas en sangre de cordén umbilical, médula

Osea e higado fetal(Murohara et al. 2000, Reyes et al. 2002, Schwartz et al. 2002).
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3.2 Fenotipo y caracteristicas de las células progenitoras endoteliales

Las EPC comparten un antecesor comun con las células madre
hematopoyéticas(Murasawa 2004), y podrian enmarcarse dentro del grupo de células
pluripotenciales adultas. Se caracterizan por expresar de una forma simultinea

marcadores de linaje endotelial y marcadores caracteristicos de células progenitoras.

Inicialmente las EPC fueron caracterizadas por la expresion de CD34 y del
receptor tipo 2 del factor de crecimiento endotelial (VEGFR-2)(Asahara et al. 1997,
Khakoo and Finkel 2005) dos antigenos presentes en las células madre
hematopoyéticas, en las células progenitoras endoteliales embrionarias y en células

endoteliales maduras.

La expresion del antigeno CD34 define el estado especifico en el que se
encuentra la célula progenitora, disminuyendo la intensidad de su expresién cuando
comienza su diferenciacion(Civin et al. 1987, Delia et al. 1993). El CD34 participa en
la adhesion cell-to-cell como ligando de la E-selectina con la capacidad de regular la
tension entre las CE contiguas(Puri et al. 1995). Es bien conocido, que el antigeno de
superficie CD34 ademds de expresarse en CE también puede presentarse en la
membrana de células mesenquimales, epiteliales o células cancerigenas, por lo que su
uso como unico marcador de reconocimiento de EPC seria inadecuado(Hirschi,
Ingram, and Yoder 2008). Es necesario encontrar un marcador adicional que sea
capaz de discriminar los diferentes linajes celulares de EPC. EI VEGFR-2 es un
receptor tirosina quinasa que es critico para las funciones de la CE, como la
maduracién y la migraciéon(Karkkainen and Petrova 2000). Se identific inicialmente
en las células implicadas en vasculogénesis estando presente en aquellas con

potencial para diferenciarse a células endoteliales maduras(Nowak et al. 2004).

Estudios posteriores demostraron que las EPC también expresan en su
membrana la glicoproteina 5-dominios transmembrana CD133, un marcador
pluripotente de células inmaduras. Se encuentra en el 20-60% de células de la
médula dsea y la sangre que expresan CD34+, pero no en las CE maduras(Yin et al.
1997). Su funcién principal es la organizacion topoldgica de la membrana mediante la
regulacion de la composicion lipidica(Wuchter et al. 2001), aunque es posible que
tenga otra serie de funciones que todavia no han sido determinadas. Diferentes
trabajos permitieron confirmar que la expresion de CDI133 identificaba la

subpoblacién que era capaz de diferenciarse hacia un fenotipo endotelial adulto in
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vitro(Gehling et al. 2000, Peichev et al. 2000, Salven et al. 2003), asi como que la
poblacién celular que expresaba este marcador se perdia durante la diferenciacion
celular. La pérdida de expresiéon de CD133 parece coincidir con la ganancia de
marcadores caracteristicos de CE maduras (CD146, Cd105, CD106, TF)(Khakoo and
Finkel 2005, Hristov, Erl, and Weber 2003).

Ademads de los antigenos comentados anteriormente, las EPC pueden expresar
otros marcadores de CE , que también son utilizados para identificarlas, como son: el
vWF(Bloom, Giddings, and Wilks 1973) que es una glicoproteina que se encuentra
en plasma y estd presente en megacariocitos, plaquetas, matriz subendotelial y en CE

(Ruggeri 2007), CD31 (Stockinger et al. 1990) o CD144 (Sen et al. 2011).

Aunque hay cierta discrepancia, se acepta que existen dos poblaciones de EPC
circulantes: precoces (CD34+, CDI133+, VEGFR-2+), que contribuyen a la
vasculogénesis sintetizando gran cantidad de citoquinas como VEGF, células
estromales (SDF-1), MCP-1 o CD40L (CD40 ligando); y tardias (CD34+, CD144+),
cuya contribucién se debe a su gran capacidad de proliferacién(Schatteman 2004,

Krenning, van Luyn, and Harmsen 2009, Mukai et al. 2008).

3.3 Funciones de las células progenitoras endoteliales
La principal funcion fisiolégica que se le atribuye a las EPC es que son

capaces de llevar a cabo el proceso de neovascularizacion tras su proliferacion y
migracion desde la médula 6sea hacia el tejido diana donde se diferencian a células
endoteliales maduras(Asahara et al. 1997, Schaper and Scholz 2003, Khakoo and
Finkel 2005). Ademas pueden ejercer una funcion paracrina simultdnea promoviendo

la angiogénesis (Li and Asahara 2008).

Se acepta que las EPC tienen un papel central en el mantenimiento de la
homeostasis vascular mediante mecanismos de reparacion endotelial. Existen
numerosos estudios que apoyan esta funcién. Se ha visto en modelos animales(Shi et
al. 1998) o en pacientes(Peichev et al. 2000), donde las EPC migran y colonizan
implantes adrticos. Asimismo, en modelos animales con isquemia, la vasculogénesis
promovida por administracion local o sistémica de EPC media la recuperacion de

dichos tejidos(Kamihata et al. 2002).

En adultos sanos, el porcentaje de EPC oscila entre 0.01-0.1%. Ello nos hace

ver que la poblacion de EPC es minoritaria, existiendo un mayor porcentaje en
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médula ésea. El proceso de movilizacion que se lleva a cabo desde la médula 6sea
hacia tejidos periféricos es complejo y estdn involucrados diferentes mediadores tales
como citoquinas (SDF-1, IL-8), factores de crecimiento (VEGF), moléculas que
facilitan la migracién (NO, eritropoyetina) moléculas de adhesion, etc. El primer paso
para su movilizacion parece ser la activacion de la metaloproteasa de matriz MMP-9,
como se ha concluido en algunos estudios in vitro y en modelos animales(Everaert et

al. 2010, Heissig et al. 2002, Bergers et al. 2000, Huang et al. 2009).

Numerosos estudios han demostrado que el VEGF es el principal mediador
implicado en la movilizacién e incorporacion de las EPC a las dreas donde existe un

dafio endotelial(Khakoo and Finkel 2005, Iwaguro et al. 2002)

Las EPC segregan E-selectina, P-selectina y B-integrinas(Chavakis et al.
2005), moléculas que resultan fundamentales en la adhesion a células endoteliales
maduras activadas, y responsables del alojamiento de las EPC a los sitios donde se
precise neovascularizacion. El incremento en el reclutamiento de las EPC a los sitios
de dafio vascular, acelera la reendotelizacion y disminuye la formacién de neointima
"in vivo". Una vez finalizado el estimulo, las EPC circulantes excedentes, son
realojadas en la médula 6sea, por un fenémeno conocido como "homing"(Du et al.

2012).

3.4 Movilizacién de células progenitoras endoteliales

Las EPC residen en el interior de la médula 6sea y se movilizan al exterior
ante una sefal de hipoxia o dafio endotelial tras la produccién de factores activadores
tales como VEGF(Asahara et al. 1999), eritropoyetina(Heeschen et al. 2003) o el
factor inducible de hipoxia-1a (HIF-1a), SDF-1(Stellos and Gawaz 2007, Stellos et
al. 2008), factor estimulante de colonias de granulocitos(Honold et al. 2006), etc.
Estos factores de activacion de EPC median la movilizacién, proliferacion y
migraciéon de EPC mediante la activacion de la via Akt/PKB (Shiojima and Walsh
2006). Ademas, los estrogenos movilizan EPC a través de una accion directa sobre
los receptores alfa y beta de estrogenos a través de MMP-9 y un mecanismo mediado
por la 6xido nitrico sintasa endotelial (eNOS). El papel de los estrégenos en la
movilizacién de EPC ayuda a explicar las tasas mds bajas de eventos CV en las
mujeres pre-menopausicas en comparacion con los hombres(Strehlow et al. 2003).

Por el contrario, varios estudios han demostrado que el envejecimiento tiene un
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impacto negativo en la movilizacién de EPC en diferentes etapas(Scheubel et al.

2003, Heiss et al. 2005).

Una vez movilizadas, las EPC deben dirigirse a las zonas de dafio e inducir
reendotelizacion, neovascularizacion y diferenciarse (Heissig et al. 2002). Para su
incorporacion a estas dreas se requiere el contacto directo célula a célula mediante la
expresion de moléculas de adhesion como por ejemplo, P-selectina, ICAM-1,
PECAM-1 e integrinas con el fin de facilitar su unién al endotelio vascular ya
existente (Heissig et al. 2002). Una vez capturadas y firmemente adheridas en el lugar
del vaso donde se ha producido el dafio, las EPC son capaces de secretar factores

angiogénicos que facilitaran la migracion de las células endoteliales.

3.5 Células progenitoras endoteliales y enfermedad cardiovascular

Ademas del papel que desempefian en el mecanismo de reparacion endotelial,
ya sea incorporandose directamente a las zonas desnudas del endotelio, o bien
reemplazando a CE dafiadas, el estudio de las EPC también tiene su relevancia en el

campo de la enfermedad y el riesgo cardiovascular.

Vasa y cols., encontraron una asociacion entre EPC y riesgo cardiovascular ya
que observaron una correlacion negativa entre el nimero de factores de riesgo
cardiovascular y el nimero de EPC circulantes(Vasa et al. 2001). Afos después Hill y
colaboradores establecieron un protocolo de cultivo que permite la observacion del
nimero de colonias de EPC in vitro, siendo el nimero de colonias de EPC un posible
marcador indirecto de la funcionalidad de las EPC. De hecho, el nimero de colonias
de EPC parece ser mejor predictor de la funcién endotelial que los factores
clasicos(Hill et al. 2003). En resumen, con respecto a los estimulos fisiopatoldgicos,
se ha demostrado que el nimero de EPC estd inversamente relacionado con el nimero

de factores de riesgo cardiovascular(Hill et al. 2003, Kovacic and Boehm 2009).

Numerosos estudios han proporcionado conclusiones similares en diferentes
grupos de poblacién, relacionados con factores de riesgo cardiovascular. Chen JZ y
cols(Chen et al. 2004) observaron que, en pacientes con hipercolesterolemia, el
nimero de EPC en sangre periférica disminuye, y se asocia con una migracion
defectuosa. Tepper OM(Tepper et al. 2002), observaron lo mismo pero en pacientes
con diabetes mellitus. Resultados similares fueron obtenidos por Hoetzer GL y

cols(Hoetzer, MacEneaney, et al. 2007) en adultos de edad media. Por el contrario, en
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sujetos que desarrollan ejercicio fisico se ha observado un incremento de la

frecuencia y funcionalidad de las EPC(Hoetzer, Van Guilder, et al. 2007).

Ademads, en diferentes estudios longitudinales con pacientes que presentan
enfermedad coronaria(George et al. 2004) o ictus(Ghani et al. 2005) se ha observado
una reduccion de EPC circulantes. Otros autores han demostrado una disminucién del
nimero de EPC circulantes y una funcionalidad anormal sobre el proceso de
reparaciéon de éstas en las células endoteliales maduras, contribuyendo a una
elasticidad arterial reducida que es caracteristica del envejecimiento vascular en

sujetos sanos(Tso et al. 2006).

En modelos animales, se ha demostrado que la administracion de terapias
celulares con EPC a nivel local inhibe la formacién de la placa aterosclerética, por lo
que se sugiere que éstas podrian estar implicadas directamente en la patogénesis de la

aterosclerosis y la ECV(Ma et al. 2009).

En resumen, con todos estos antecedentes, parece 16gico pensar que las EPC
podrian ser un buen marcador de funcién endotelial y de riesgo cardiovascular. De
este modo, los factores de riesgo cardiovascular podrian desencadenar una
movilizacién insuficiente, migracion defectuosa y un agotamiento del reservorio
medular o una apoptosis de EPC circulantes. Sin embargo, los mecanismos que
actian no estan del todo clarificados. Pero en general, cuanto mayor sea el nimero de

EPC, mejor serd la salud de la vasculatura.

3.6 Células progenitoras endoteliales e inflamacién

Como ya se ha comentado, la inflamacién estd implicada en el inicio,
progresion y complicaciéon de las enfermedades cardiovasculares inflamatorias.
Existen estudios in vitro y clinicos que demuestran que el proceso inflamatorio
influye en el nimero de EPC y su capacidad funcional(Grisar et al. 2005, George et

al. 2004) (Verma, Szmitko, and Yeh 2004).

Las EPC constituyen un importante sistema endégeno que mantiene la
integridad endotelial y homeostasis vascular, por lo tanto, el aumento de EPC por las
terapias anti-inflamatorias podria tener un beneficio potencial para los individuos con
enfermedad cardiovascular inflamatoria. Una mejor comprensién del papel de la
inflamacién en la regulaciéon de la movilizacién y funcién del EPC proporcionaria

informacién adicional sobre la patogénesis de las ECV y sus complicaciones.

34












HIPOTESIS

VWWWWWWWWWWWWWWWWWWWWWWWWWWWWWWWWWWWWWWWWWWWWWWWWWWWWWWWWWWWVWVWWWW Y









Hipotesis

Los pacientes con insuficiencia renal cronica (ERC) tienen mayor frecuencia
de enfermedad cardiovascular (ECV) que la poblacién general porque mantienen un
estado inflamatorio crénico. Uno de los factores asociados con este estado
inflamatorio es el incremento en sangre periférica de monocitos CD14+CD16++ que
tienen caracteristicas de células senescentes e inflamatorias participando in situ de los
mecanismos lesivos que desencadenan procesos como la calcificacion vascular (CV).
Otro mecanismo para generar daio vascular, puede ser la produccién de elementos de
sefalizacidon y transporte de moléculas implicadas en estos procesos. Entre estos
elementos estan las microvesiculas (MV). Las microvesiculas endoteliales (MVE)
expresan y vehiculan proteinas celulares, actuando como agentes reguladores en la
interaccion entre diferentes células del sistema cardiovascular. En consecuencia, es
l6gico pensar que diferentes situaciones lesivas para las células vasculares, y de
forma particular para las células endoteliales como primera linea celular del sistema
vascular, van a condicionar la presencia de con diferente expresion y contenido. Por
tanto, caracterizar las MVE generadas en diferentes situaciones de dafio endotelial
nos permitird su mejor utilizacion como indicadores del dafio endotelial; y en
consecuencia, como elementos de ayuda al diagndstico en la ECV. Ademds, la
caracterizacion de estas MVE nos ayudard a profundizar en el conocimiento de los
mecanismos que regulan el dafio vascular y la interaccion entre los diferentes tipos
celulares que participan en el sistema cardiovascular.

Ademads de los mecanismos anteriores, en los pacientes con ERC puede
ocurrir por diferentes factores una alteracién en los procesos de reparacion del
endotelio, bien por una disminucién en el nimero de células reparadoras del endotelio
(EPC), o por una disfuncién de estas células que pueden haber perdido su capacidad

reparadora.
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Objetivos

Las microvesiculas endoteliales (MVE) se han convertido recientemente en un
punto de interés en la investigacion debido a su importancia en la regulacion de la
respuesta inmune, contribucion al inicio y progresion de diversas patologias como las
enfermedades cardiovasculares, enfermedad renal créonica (ERC) entre otras, asi
como su potencial terapéutico puesto que pueden transportar eficientemente su

contenido interior.

Por tanto, el objetivo principal de la tesis ha sido caracterizar el papel de MVE
producidas en respuesta a diferentes agentes lesivos para el endotelio vascular
relacionados con la enfermedad renal crénica, determinando la funcionalidad de las
mismas en la regulacion del balance daio/reparacion endotelial.

Objetivos especificos:

1.- Analizar la posible participacion de las MVE y de las células progenitoras

endoteliales (EPC) en la generacién de CV en pacientes con ERC.

Articulo:” Endothelial damage and vascular calcification in patients with

chronic kidney diseas”.

2.- Examinar MVE, subpoblaciones de monocitos y angiopoyetinas para
identificar marcadores prondsticos en pacientes con hemodidlisis con o sin diabetes
mellitus (DM). Evaluar la capacidad prondstica de las MVE sobre la mortalidad en
estos pacientes.

Articulo:” Markers of endothelial damage in patients with chronic kidney

disease on hemodialysis”.

3.- Utilizando un modelo in vitro, valorar el efecto funcional de las MVE
inducida por toxinas urémicas sobre la funcién regeneradora del endotelio
desarrollado por EPC.

Articulo: “Microvesicles Derived from Indoxyl Sulfate Treated Endothelial

Cells Induce Endothelial Progenitor Cells Dysfunction”.
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Soriano S, Carmona A, Triviio F, Rodriguez M, Alvarez-
Benito M, Martin-Malo A, Alvarez-Lara M-A, Ramirez R,
Aljama P, Carracedo J. Endothelial damage and vascular calci-
fication in patients with chronic kidney disease. Am J Physiol
Renal Physiol 307: F1302-F1311, 2014. First published October
22, 2014; doi:10.1152/ajprenal.00114.2014.—Vascular calcifica-
tion (VC) is a frequent complication of chronic kidney disease (CKD)
and is a predictor of cardiovascular morbidity and mortality. In the
present study, we investigated the potential involvement of endothe-
lial microparticles (MPs) and endothelial progenitor cells (EPCs) in
the generation of VC in CKD patients. The number of circulating
EMPs is greater in patients with VC than without VC (307 = 167 vs.
99 = 75 EMPs/pl, P < 0.001). The percentage of EPCs is signifi-
cantly lower in patient with VC than in patients without VC (0.14 *
0.11% vs. 0.25 = 0.18%, P = 0.002). The number of EPCs expressing
osteocalcin (OCN) was higher in VC patients (349 * 63 cells/
100,000) than in non-VC patients (139 = 75 cells/100,000, P < 0.01).
In vitro, MPs obtained from CKD patients were able to induce OCN
expression in EPCs from healthy donors; the increase in OCN expres-
sion was more accentuated if MPs were obtained from CKD patients
with VC. MPs from CKD patients also induced OCN expression in
vascular smooth muscle cells and fibroblasts. In CKD patients, the rise
in endothelial MPs associated with a decrease in the number of EPCs,
suggesting an imbalance in the processes of endothelial damage and
repair in CKD patients, mainly those with VC. Our results suggest that
EPCs, through OCN expression, may directly participate in the
process of VC.

chronic kidney disease; endothelial damage; endothelial micropar-
ticles; endothelial progenitors cells; vascular calcification

VASCULAR CALCIFICATION (VC) is a frequent problem among
patients with chronic kidney disease (CKD) (27). Its preva-
lence increases as renal function progressively deteriorates. VC
is an independent and strong predictor of cardiovascular risk
(15), and its clinical diagnosis is exclusively radiological since
there no sufficiently sensitive and specific biomarker of VC (1,
6, 15, 27, 29, 32). Several radiological methods, such as
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@juntadeandalucia.cs).
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electron beam computed tomography, multislice spiral com-
puted tomography, and plain radiographs, have been used to
investigate aortic calcification. Such methods are expensive,
and none of them have been accepted as the gold standard in
cardiovascular risk assessment.

The integrity of the endothelium plays a key role in the
pathogenic of vascular disease, including the development of
VC (6, 29). Recent evidence has demonstrated that soluble
factors secreted by endothelial cells regulate procalcificant
activity in vascular smooth muscle cells (VSMCs) (19, 35, 42).
It has recently been shown that mature endothelial cells are
capable of producing microparticles (MPs) in response to
cellular activation or apoptosis (3, 4, 7, 25), a situation that has
also been observed in uremia (12, 33).

To maintain vascular integrity, damaged endothelial cells
are replaced by endothelial progenitor cells (EPCs). A function
that has been ascribed to endothelial MPs (EMPs) is the ability
to recruit and differentiate EPCs (5). In the clinical setting,
changes in both the number and functions of EPCs have been
positively related to an improved capacity for endothelial
regeneration, which is inversely associated with cardiovascular
risk (20, 34, 37, 38, 39, 43). EPCs can be identified not only
through their angiogenic capacity but also by their expression
of cell surface markers (14, 21, 30), and it has recently been
reported that in patients with coronary atherosclerosis, a high
proportion of EPCs may present an osteoblast-like phenotype
(8,9, 10, 28).

Our hypothesis was that in CKD patients, the cardiovascular
disease includes damage of the endothelium, causing an in-
crease in circulating EMPs and abnormalities of EPCs. Both
processes may favor the development of VC in CKD. The aim
of the present study was to /) evaluate the potential association
of VC in CKD with the number of MPs and with the number
and function of EPCs and 2) investigate in vitro whether MPs
and EPCs from CKD patients may be directly involved in the
genesis of VC.

In the present study, EMPs and subpopulations of EPCs,
including those with osteoblastic characteristics, were obtained
from CKD patients with and without VC. Subsequently, the in
vitro effect of MPs on the expression of osteogenic protein in
endothelial cells, VSMCs, monocytes, and fibroblasts was
investigated. EPC function was also evaluated.

American Physiological Society http://www.ajprenal.org
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CALCIFICATION IN CHRONIC KIDNEY DISEASE

MATERIALS AND METHODS

FPatients. Fifty-seven patients with CKD at stages 3-5 were selected
from the Reina Sofia University Hospital (Cordoba, Spain). Patients
with severe cardiovascular disease, active infections, or severe sec-
ondary hyperparathyroidism [parathyroid hommone (PTH) > 500
pg/ml] were excluded. The assessment of VC was performed by an
original method similar to the Kauppila index (26, 41); in our patients,
the presence of calcium deposits was assessed by abdominal com-
puted tomographic angiography (CTA) of the aortal-abdominal re-
gion, and this technique is routinely performed as part of the evalu-
ation for renal transplantation. We wanted to prove our own method
and therefore measured abdominal aortic calcification by lateral lum-
bar X-ray (Kauppila index) in 26 of our patients that also had CTA.
The Kauppila index was obtained by two highly experienced inde-
pendent examiners. A radiologist with experience in the CTA tech-
nique developed a severity scoring system. Lateral lumbar spine
radiographs were acquired, and a deposit index was developed to
grade the severity of calcification in the aorta at the level of the first
through fourth lumbar vertebrae. A separate score was determined for
the anterior and posterior aorta, and the values were added across the
four vertebrae, resulting in a calcification index that ranged from 0 to
24 points. We observed that the Kauppila index correlated highly with
calcification scores from CTA (r = 0.7, P < 0.001). We consider that
the method used in our study is as accurate as the Kauppila index.

Patients were divided into two groups on the basis of their median
score from the first to the third lumbar vertebra. Group 1 (without VC)
included 29 patients with scores below 8.5, whereas 28 patients were
assigned to group 2 (score = 8.5, with VC). We recorded all clinical
data could be related to VC: age, sex, body mass index, previous
cardiovascular disease/events, arterial hypertension, diabetes mellitus,
smoking habits, and treatment with statins, recombinant human eryth-
ropoietin, paricalcitol, and calcium- or noncalcium-containing phos-
phate binders. Arterial hypertension was defined as blood pressure
above 140/90 mmHg or requiring antihypertensive treatment. All
routine laboratory measurements, including high-sensitivity CRP,
were made using certified assay methods in the clinical laboratory of
Reina Sofia Hospital. Intact PTH levels were measured using an
immunoradiometric assay (Quest Diagnostics Nichols Institute, San
Juan Capistrano, CA). Triglycerides, total cholesterol in plasma, and
lipoprotein fractions were assayed by enzymatic procedures. Smoking
habits were assessed according to the current smoking status. Ten
healthy subjects, matched for age and sex. served as controls. The
Hospital Ethics Committee approved the study, and all subjects
provided written informed consent.

Determination of CD31%/annexin V* EMPs in plasma. Platelet-
free plasma was obtained by centrifugation at 1,500 g for 10 min at
room temperature followed by an additional centrifugation at 13.000
g for 20 min to separate EMPs, which were stored at —20°C until use.
EMPs were then resuspended and incubated with monoclonal anti-
body against phycoerythrin (PE)-labeled anti-CD31 (Caltag Labora-
tories, Burlingame, CA) followed by an incubation with FITC-an-
nexin V kits according to the manufacturer’s instructions (Bender
MedSystems). The negative control was obtained using anti-isotype
antibodies. An equal volume of Flow Count Calibrator beads (Beck-
man Coulter, Marseilles, France) was added. Fluorescence-activated
cell sorter analysis was performed in a Coulter Cytomic FC 500 flow
cytometer (Beckman Coulter, Fullerton, CA) using CXP software
(Beckman Coulter). Each result (single value) was the average of
three independent determinations of the same sample.

Determination of EPCs in peripheral blood. A sample of 10 ml of
peripheral venous blood was drawn from patients and healthy subjects
into tubes containing lithium heparin. To identify EPCs, sample blood
was incubated against PE-labeled anti-CD133 antibody (AC133 PE,
MACS Miltenyce Biotec, Bergisch Gladbach, Germany), PE-cyanin
7-labeled anti-CD34 (no. 25-0349-42, eBioscience, San Diego, CA),
and FITC-labeled anti-VEGF receptor 2 (VEGFR2; FAB357F, R&D
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Systems Europe, Abingdon, UK). Immediately after blood extraction,
whole blood was incubated for 30 min in the dark at 4°C with
monoclonal antibodies or the corresponding isotype controls. Eryth-
rocytes were subsesequently lysed with 450 pl FACS Lysing solution
(BD Biosciences) for 10 min at room temperature in darkness. Cells
were then washed in PBS with 2% human serum albumin before flow
cytometry analysis (Beckman Coulter). The number of EPCs was
defined as events that were triple positive for CD133, CD34, and
VEGFR2. Cells expressing these three molecules are the most com-
monly reported as “c al” EPCs (14, 43). but the differential
expression of these molecules has been linked to different states of
cellular differentiation as well as to the intensity of their repair
capacity (14). We then evaluated three differentiation stages in EPCs
in relation to the expression or absence of the molecules marked. The
negative control (0 value) was the value obtained using isotype
antibodies. Each result (one single value) was the average of three
independent determinations of each sample.

Determination of osteogenic-related molecules in EPCs. At the
same time as the triple labeling procedure described above, a primary
antibody consisting of a mouse anti-human osteocalcin (OCN) mono-
clonal antibody or the corresponding control isotype was used at the
manufacturer’s recommended dosage. After a wash of the primary
antibodies, cells were incubated with anti-isotype peridinin chloro-
phyll protein complex-conjugated secondary antibodies at 4°C for 60
min. All antibodies were purchased from Santa Cruz Biotechnology
(Santa Cruz, CA).

Purification and cultures of healthy EPC donors. Peripheral blood
mononuclear cells of healthy donors were isolated by density gradient
centrifugation (Lymphoprep, Axis-Shield PoC, Oslo, Norway). washed
with PBS (GIBCO, Invitrogen, Carlsbad, CA) + 20% FBS, and
resuspended in endothelial cell basal medium (EBM)-2 (Lonza,
Allendale, NJ) supplemented with Single Quots endothelial cell
growth medium (EGM)-2 (VEGF, human EGF-B, recombinant
IGF-1. human EGF, heparin, ascorbic acid, and GA-100. Lonza)
and 15% autologous plasma. Mononuclear cells were plated on
fibronectin (Biocoat, BD Biosciences, Franklin Lakes, NI) in
coated six-well plates at a density of 5 X 10° cells/well. We then
incubated the fibronectin plates at 37°C and 5% CO.: 4 days later,
we removed the cells in suspension, and the fraction of cells
attached was cultivated with EBM-2 complemented by 20% PBS
and 15% autologous plasma. This medium recharging process was
repeated every 2 days for 3-4 wk. After about 3 wk of culture,
EPCs could be visualized in an optical microscope (Motic AE30,
Fujian, China} in the form of colonies (colony-forming units). The
EPC phenotype (CD34*CD133*VEGFR2") was verified, with a
cellular purification of =90%.

Cultures of EPCs from healthy donors with EMPs. During the
second week of EPC cultures, EMPs obtained from patients with or
without VC were added. The concentration of EMPs had been

Table 1. Clinical data and pharmacological reatment

VC Group Non-VC Group P Value

Number of patients/group 28 29
Age, yr 67453 62.3 + 8.7 0.06
Men/women, % 69.7/30.3 81/19 043
Body mass index 296 =49 302+94 0.7
Cardiovascular history, % 42 21.6 0.04
Hypertension, % 84 75 0.07
Diabetes mellitus, % 30 216 0.08
Smokers, % 46.4 379 0.24
Statins, % 63 48 0.43
Paricalcitol, % 39.4 54 0.001
Phosphate binders, %

Calcium carbonate 36.3 324 0.4

Lanthanum 212 46 0.02

VC, vascular calcification.
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Table 2. Laboratory characteristics

VC Group Non-VC Group P Value

Number of patients/group 28 29
Creatinine clearance (MDRD-T7) 156 +42 144 +35 0.20
Calcium, mg/dl* 9305 9207 0.41
Phosphate, mg/dl 4506 47*08 0.16
25-Hydroxyvitamin D, ng/ml 23 £ 10 20 %87 0.25
Total cholesterol, mg/dl 190 + 42 178 + 34 0.62
High-density lipoprotein-

cholesterol, mg/dl 3417 3920 0.8
Low-density lipoprotein-

cholesterol, mg/dl 71+ 39 84 + 42 045
Triglycerides, mg/dl 160 = 56 178 £ 43 0.08
Hemoglobin, g/dl 11904 12203 0.06
Albumin, g/dl 38+04 4+09 0.24
Intact parathyroid hormone, pg/ml 231 = 120 156 =79 0.003
CRP, log(mg/l) 07304 045 £ 037 0.005

*Corrected serum calcium (in mg/dl): serum calcium (in mg/dl) + 0.8[4-
serum albumin(in g/dl)].

previously calculated to be 5 X 10° EMPs-pl~ -well ~'. One well that
contain EMPs from healthy subjects was used as a control. After 3
wk, colony-forming units were quantified, and cells were harvested
from cultures as described above. The EPC phenotype was assessed
by flow cytometry.

Capillary-like tube formation assay. Ninety-six-well plates (Corn-
ing Costar, Cambridge, MA) were coated with 50 pl Matrigel (BD
Biosciences) and incubated at 37°C for 30 min. EPCs were trans-

CALCIFICATION IN CHRONIC KIDNEY DISEASE

planted to 96-well plates at a destiny of 1 X 10° cells/well. EMPs
from 500 pl of plasma obtained from plasma patients with no VC and
VC dissolved in low-serum medium (1% FBS) were added to each
well. After 4 h of incubation, tube morphology was visualized in an
optical microscope (Motic AE30). Each experiment was repeated in
triplicate, and the tube length was assessed by Imagel. The analysis
consisted of a segmentation of the cell areas. The meshed area could
be identified by looking for empty regions of the field delimited by
tubules and cell clusters, and Nb segments are the elements delimited
by two junctions.

Cell line cultures with MPs. Human umbilical vein endothelial cells
were obtained from Cell Systems (Cell Systems/Clonetics, Solingen,
Germany) and cultured with standard EBM (Cambrex Bio Science,
Walkersville, MD), EGM supplements (Cambrex), and 10% FBS
(GIBCO). Cells were detached using trypsin-EDTA (Lonza). Cells
from a human monocytic leukemia cell line (THP-1 cells) were
cultured in RPMI-1640 without L-glutamine (Lonza) supplemented
with 0.1% nonessential amino acids, 100 U/ml penicillin, 100 mg/ml
streptomycin, and 20% FBS. Human aortic smooth muscle cells
(VSMCs) were obtained from Clonetics and were cultured in DMEM
supplemented with FBS (20%), Na pyruvate (1 mM), glutamine (4.5
/1), penicillin (100 U/ml), streptomycin (100 mg/ml), and HEPES (20
mM) at 37°C in a humidified atmosphere with 5% CO». Cells were
used after the fifth passage. Normal human dermal fibroblasts, isolated
from the dermis of juvenile foreskin or adult skin, were obtained
commercially (PromoCell, Heidelberg, Germany) and cultured in a
Fibroblast Growth Medium kit (PromoCell). Cells were incubated in
DMEM (GIBCO) supplemented with 10% FBS at 37°C and 5% CO-.
Other reagents were purchased from Sigma-Aldrich.
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MPs obtained from patients or control subjects were added to the
cell line cultures under the same conditions described above. The
expression of OCN was quantified after 1 wk of culture.

Statistical analysis. Data normally distributed are presented as
medians and interquartile ranges. Normally distributed data are shown
as means * SD. The Wilcoxon rank-sum test was performed on
continuous variables, and dichotomous variables were compared us-
ing Fisher’s exact test. ANOVA was used to test differences of means
among VC, non-VC, and healthy subjects. Skewed data were trans-
formed using a log transformation. Spearman correlation coefficient
was used to describe relationships between EMP and EPCs. P values
of <0.05 were considered statistically significant. The statistical
package used was SPSS (version 17).

RESULTS

Patient characteristics. The relevant clinical information
and patient’s treatment are shown in Table 1. Patients with VC
were not significantly older than non-VC patients, and there
were more men in both groups. We did not observe a preva-
lence of any particular pathology with regard to the origin of
CKD in VC subjects compared with non-VC subjects. More
cardiovascular events were noted in patients with VC (42%)
than in non-VC patients (22%, P = 0.04). Treatment with
paricalcitol predominated in patients diagnosed with VC
(39.3% in the VC group vs. 5.4% in the non-VC group, P =
0.001), and treatment with lanthanum carbonate predominated
in the non-VC group (46% vs. 21% in the VC group, P =
0.02).

Biochemical data are shown in Table 2. There were no
significant differences in any of the parameters evaluated.

Translational Physiology
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Renal function (MDRD-7) and the degree of anemia were
similar in both groups. Lipids and parameters of mineral
metabolism were also similar in both groups except for PTH,
which was higher in VC than non-VC patients. Interestingly,
high-sensitivity CRP levels were higher in VC than non-VC
subjects (0.73 = 0.4 vs. 0.45 %= 0.37 mg/l, P = 0.005).

Evaluation of CD31"/annexin V' EMPs. Representative
graphs of flow cytometry analysis of EMPs and the number of
EMPs (CD31*/annexin V*) in CKD patients are shown in Fig.
1, A-E. Samples from VC patients showed an increased num-
ber of EMPs compared with non-VC patients (307 £ 167 vs.
99 = 75 EMPs/ul, P < 0.001). In both groups of patients, the
number of EMPs was greater than in healthy subjects (26.9 =
12.8 EMPs/pl, P < 0.001).

Quantification of EPCs. The capacity to repair damaged
endothelium is related with the amount of EPCs. The EPC
phenotype was identified based on combined triple fluores-
cence for CD34, CD133, and VEGFR?2 as analyzed by flow
cytometry (Fig. 2). In VC patients, the percentage of EPCs was
significantly lower than in non-VC patients (0.14 = 0.11% vs.
0.25 = 0.18%, P = 0.002; Fig. 2C). It should be emphasized
that both groups of CKD patients, with and without VC, had a
lower proportion of EPCs than the control group (1.85 * 0.6,
P < 0.001). Interestingly, in CKD patients, EMPs correlated
negatively with EPCs (r = —0.37, P = 0.003).

We identified EPCs that were CD34~ and CD133"VEGFR2";
these were defined as “early” and highly active EPCs. CD34™
CDI133*VEGFR2" and CD34"CD133~VEGFR2* EPCs are
more highly differentiated in terms of CD133 expression.

Fig. 2. Quantification of endothelial progenitor
cells (EPCs). Representative graphs of cyto-
fluorometric analyses of triple-positive EPCs
[CD34*VEGF receptor 2 (VEGFR2)*CD133*]
in the blood of healthy subjects are shown. A
and B: VEGFR2™ cells were selected (A) and
CD34"CD133" double-positive cells were
then quantified in VEGFR2™ cell gate (B).
quantification of EPCs in healthy subjects,
non-VC patients, and VC patients. *P < 0.001
vs. healthy subjects; #P = 0.002 vs. non-VC
patients.
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Table 3. EPC quantification in peripheral blood from chronic kidney disease patients and OCN expression in EPC
subpopulations
CD34-CD133*VEGFR2* CD34+CD133*VEGFR2* CD34*CD133~VEGFR2*

Total, % OCN* cells/100,000 Total, % OCN* cells/100,000 Total, % OCN* cells/100,000
Healthy subjects 0.86 £ 0.2 7935 1.85 £ 0.6 15.1 £9.2 391 £1.7 34+ 84
VC patients 0.05 £ 0.01*F 349.3 £ 63*f 0.14 = 0.1*F 39 +9.3%* 1.93 = 1.2%* 225.6 £ 87*
Non-VC patients 0.12 = 0.09* 139.2 £ 75% 0.25 = 0.18* 28 + [2% 245 * 1.1* 117 * 44*

EPCs, endothelial progenitor cells; VEGFR2, VEGF receptor 2; OCN, osteocalcin. *P < 0.01 vs. controls; P < 0.01 vs. non-VC patients.

CKD patients with VC had a lower percentage of EPCs
negative for CD34 than healthy subjects and non-VC pa-
tients (Table 3). We also noted a reduced number of CD34~
EPCs in non-VC patients compared with healthy subjects.
EPCs negative for CD133 were also quantified; the variation
of these cells in CKD patients with and without VC and
healthy subjects was similar to those observed in CD34™~
EPCs.

Expression of OCN in circulating EPCs. The expression of
OCN in the subpopulations of EPCs was quantified. In healthy
subjects, the number of EPCs that expressed OCN molecules
was very low. The number of CD34 CDI133*VEGFR2"
EPCs that expressed OCN was higher in VC than non-VC
patients, and both were significantly increased compared with

healthy subjects. Similarly, CKD patients displayed a signifi-
cant increase in CD34"CD133"VEGFR2* EPCs that ex-
pressed OCN (P < 0.01 vs. healthy subjects), but the values for
VC and non-VC patients were similar (Table 3). EPCs negative
for CD133 and positive for OCN were elevated in CKD
patients compared with healthy subjects.

Effect of CKD-derived MPs on OCN expression by EPCs
and angiogenesis induced by EPCs. EPCs from healthy
subjects were incubated for 1 wk with MPs from CKD
patients with and without VC. MPs from VC and non-VC
CKD patients inhibited the capacity of normal EPCs to form
colonies (Fig. 3). Furthermore, MPs obtained from VC
patients significantly reduced the number of colony-forming
EPCs compared with those from non-VC patients (Fig. 3).

A wps Healthy subjects

Fig. 3. Effect of microparticles (MPs) in B
EPC colony formation. EPCs obtained from
healthy donors were cultured in a specific
medium. A: representative images from the
study of the capacity to form colonies when
EPCs from healthy donors were cultivated
with MPs from healthy subjects. B and C:
EPCs from healthy donors were cultivated
with MPs from non-VC patients (B) and from
VC patients (C). D: quantification of colonies.
*P < 0.01 vs. MPs from healthy subjects;
#P < 0.01 vs. MPs from non-VC patients.
Results represent means = SD of six inde-
pendent experiments.
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The in vitro effect of MPs on angiogenesis was also ana-
lyzed. EMP-obtained EPCs from healthy subjects were cul-
tured for 4 h with MPs from CKD patients or control subjects.
MPs from healthy subjects did not interfere with the forma-
tion of the tubular structures (Fig. 4A4). However, EPCs
cultured with MPs from CKD patients with VC were unable
to form microtubules (Fig. 4C). MPs from non-VC patients
also reduced the ability of EPCs to form tubes, but the effect
was not as marked as with MPs from VC patients (Fig. 4B).
The numbers of meshed areas (Fig. 4D) and Nb segments
(Fig. 4E) decreased with MPs from patients with VC in
relation to patients without VC. These parameters decreased
with MPs from patients without VC compared with healthy
subjects.

Incubation with MPs from CKD patients increased the
expression of OCN by EPCs from healthy donors (Fig. 5,
A-C). MPs from CKD patients with VC produced a greater
increase in OCN expression than MPs from CKD patients
without VC (32 = 9% in the VC group vs. 16 % 7% in the
non-VC group, P < 0.01; Fig. 5. B and C). This effect was
observed in the three populations of EPCs evaluated:
CD34"CDI133*VEGFR2", CD34*CDI33*VEGFR2", and
CD34*CDI133"VEGFR2* (Fig. 5, D-F). Using the same
samples, the proportions of EPC subpopulations that expressed

A MPs Healthy subjects

B MPs Non- VC patients Cc
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OCN were calculated. MPs from VC patients produced an
increase in the number of CD34 CD133*VEGFR2*OCN™
and CD34"CDI133"VEGFR2TOCN* EPCs compared with
MPs of non-VC patients and healthy subjects (Fig. 5. D and E).
The increase in OCN expression induced by MPs was partic-
ularly evident in CD34"CDI133~ VEGFR2" EPCs (Fig. 5F).

It was important to evaluate whether MPs from CKD pa-
tients were capable of inducing an osteogenic phenotype in
monocytes and cells integrating the vascular wall. Incubation
with MPs from CKD patients did not have an effect on OCN
expression by endothelial cells and monocytes. In contrast,
MPs from CKD patients with VC induced a threefold increase
of OCN expression in VSMCs and also increased by more that
twofold OCN expression in fibroblasts (Fig. 6). MPs from
CKD patients without VC were also able to induce OCN
expression in VSMCs, although the effect was not as marked
as that observed with MPs from CKD patients with VC.

DISCUSSION

Our study shows that VC in CKD patients may be related to
an alteration in the equilibrium between damage and repair of
the endothelium. We have shown that OCN, a molecule im-
plicated in the process of osteogenesis, is expressed in EPCs

MPs VC patients

D Meshed Area E Nb Segments
300
I
250 4 604
200 4
404
150
*
100 1
201
*#
i B
o
MPs Healthy MPs non- VC MPs VC MPs Healthy MPs non-VG MPs VC
subjects patients patients subjects patients patients

Fig. 4. Representative images of tube-like three-dimensional structures of EPCs in the presence of MPs. A: MPs from healthy subjets. B: MPs from non-VC
patients. C: MPs from VC patients. In vitro angiogenesis was quantified by measuring the meshed area enclosed by segments or master segments (D) and the
Nb segments or elements delimited by two junctions (E). Results represent means = SD of four independent experiments. *P << 0.01 vs. MPs from healthy

subjects: #P << 0.01 vs. MPs from non-VC patients.
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Fig. 5. Effects of MPs on osteocalein (OCN) expression. EPCs obtained from healthy donors were cultured in a specific medium with MPs obtained from healthy
subjects and VC and non-VC CKD patients. A—C: representative cytometric images of OCN expression. D and E: quantification of OCN expression in osteoblast
EPCs. Results represent means = SD of six independent experiments. *P << 0.01 vs. MPs from healthy subjects; #P < 0.01 vs. MPs from non-VC patients.

from CKD patients with VC. In these patients, the number of
EMPs is increased, and, in vitro, MPs from CKD patients with
VC are capable to induce OCN expression in EPCs from
healthy donors and in other cell lines (VSMCs and fibroblasts).

Although the therapeutic strategies available are relatively
few and not very effective, we do not believe that VC is
inevitable. VC was previously believed to be a passive degen-
erative process: presently, we know that the generation of VC
is active and regulated, with a number of factors implicated
(39). The identification of markers that will enable us to make
a diagnosis and to assess the progression of VC would be a first
step in the development of preventive and therapeutic tools to
deal with the problem of VC in CKD patients.

In response to a stimulus or an injury, mature endothelial
cells produce EMPs. which exhibit certain characteristics, such
as the expression of molecules of endothelial origin like CD31
and phosphatidylserine, which bind to annexin V. We focused
our attention on MPs of endothelial origin, assuming that the
vascular damage associated to calcification had a pronounced
effect on the endothelium; this does not mean that other cells
involved in inflammation and/or tissue reparation may partic-
ipate in the genesis of VC through the production of MPs.
EMPs are very heterogeneous; the phenotype and functional
properties vary according to factors involved in their release
(22, 25). Moreover, an elevated number of EMPs reflects
cellular injury as a surrogate marker of vascular dysfunction in

cardiovascular disease (40). In our study, CKD patients with
VC had a greater number of EMPs than patients without VC.

Compared with healthy subjects, CKD patients either predi-
alysis or on regular dialysis show an increase in EMPs. The
number of EMPs in CKD patients may be modulated by
treatment of the renal insufficiency (2, 31, 33). However, to the
best of our knowledge, the present study shows, for the first
time, an association between the increase of EMPs and the
presence of VC in CKD patients.

The high prevalence of vascular damage in patients with
CKD may also be associated with inadequate repair of the
endothelium. Our findings are in agreement with previous
studies (20, 34) showing that patients with CKD had a low
number of EPCs and a reduced capacity to repair the endothe-
lium. Moreover, the capacity to repair the endothelium was less
in patients with VC than non-VC.

Several authors (19, 20) have found a relationship between
the number of EPCs and cardiovascular morbidity/mortality. In
fact, factors that are closely related to cardiovascular disease,
such as arterial hypertension and high serum cholesterol levels,
have been associated with a fall in the number of EPCs and
potential regenerative capacity (36). Patients with CKD suffer
from severe cardiovascular disease with high morbidity and
mortality. Their survival may be influenced, at least in part, by
a deficiency in vascular regeneration due to a reduction in the
number of EPCs and/or in their functionality (2, 18, 24, 31,
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33). In our study, the proportion of hypertensive subjects was
similar in both VC and non-VC patients. Cardiovascular events
were more prevalent in patients in the VC group (42%) than in
the non-VC group (22%); however, within each group, there
was no significant association between the number and func-
tional activity of EPCs or EMPs and cardiovascular events.
CKD patients have numerous factors that predispose them to
cardiovascular events; one important factor is VC. With our
limited number of patients, it is difficult to demonstrate a
separate association of VC and cardiovascular events with the
number of EMP and the number and functional activity of
EPCs.

We found that EPCs obtained from patients with VC may
have osteogenic potential because they express OCN, which is
a marker of osteoblastic cells. Other studies (11, 23, 28) have
previously described the presence of osteoprogenitor markers
both in the extracellular endothelial matrix and peripheral
blood, since it appears to play an essential role in the repair and
regeneration of bone. In CKD, the absolute number of EPC
with proosteoblastic potential may be small, but they may have
a functional impact considering that a relatively large propor-
tion of these cells express OCN.

In patients with coronary atherosclerosis, there is a rise in
the expression of OCN by EPCs (13, 16). Moreover. EPCs that
express OCN have been found in greater numbers in calcified
aortic valve tissue (17). In our study, we also obtained OCN*

AJP-Renal Physiol « doi:10.1152/aj

EPCs when we cultured EPCs from healthy donors with MPs
derived from CKD patients, a finding that reinforces the
potentially dominant role played by MPs in the development of
VC. Apart from EPCs, in vitro, MPs from CKD patients with
VC had a remarkable capacity to induce OCN expression in
VSMCs and fibroblasts.

The presence of precursor cells (OCN™" EPCs) that are
common in peripheral blood may explain, at least in part, why
“ossification” of the arteries may take place at any time and
site. There may exist several stages in the process of endothe-
lial repair. Endothelial damage results in the release of EMPs;
these circulate in the peripheral blood and bone marrow, where
they stimulate the production of EPCs required for endothelial
repair. In normal subjects, physiological mechanisms between
EMPs and EPCs maintain an equilibrium that is disrupted in
the presence of diseases such as CKD, in which many uremic
factors are involved. This repair mechanism is probably lim-
ited, and, at some point, the damage to the endothelium is
much greater than the capacity of the bone marrow to produce
EPCs, so alternative repair mechanisms are activated. In these
circumstances, the organism use other progenitors originally
designed to repair other types of tissue, such as bone, but end
up repairing blood vessels, thus producing VC.

One limitation of the present study is the lack of information
on the potential role of EMPs of origin other than endothelial
cells, such as lymphocytes, endothelial cells, platelets, leuko-
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cytes, and monocytes/macrophages. Further studies will have
to be performed to define the role of other types of EMPs in the
development of VC. We focused our attention on EMPs
assuming that the vascular damage induced by calcification had
a prevalent effect in endothelial cells. We are aware that the
numbers of both EMPs and EPCs that we studied in peripheral
blood were very low. To solve this technical problem, we
measured a large number of events, with the aim of minimizing
potential errors in the quantification. The number of patients in
the study was limited. However, our results obtained from in
vitro experiments were in agreement with the in vivo findings.
Nevertheless, we believe that our experiments can help to
understand some of the processes that taking place in the
vasculature of patients with VC.

Our study has shown that in CKD patients with and without
VC, there is an imbalance in the process of endothelial damage
and repair, as suggested by the rise in EMPs paralleled with a
decrease in the number of EPCs. The excess of MPs promotes
the expression of an osteogenic phenotype in EPCs, VSMCs,
and fibroblasts. We also show that EPCs may directly partic-
ipate in the process of VC since some of these cells possess
features of osteogenic cells. In fact, our findings can help to
understand why patients with CKD frequently present VC. Our
study also offers potential new clinical diagnostic tools, such as
the increased number of apoptotic EMPs, low number of EPCs,
and high percentage of cells with osteogenic characteristics. In
conclusion, in CKD patients, the system of endothelial damage
and repair may, through different mechanisms, participate in
the generation of VC.
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Carmona A, Agiiera ML, Luna-Ruiz C, Buendia P, Calleros L,
Garcia-Jerez A, Rodriguez-Puyol M, Arias M, Arias-Guillen M,
de Arriba G, Ballarin J, Bernis C, Fernandez E, Garcia-Rebollo S,
Mancha J, del Peso G, Pérez E, Poch E, Portolés JM, Rodriguez-
Puyol D, Sanchez-Villanueva R, Sarro F, Torres A, Martin-Malo
A, Aljama P, Ramirez R, Carracedo J. Markers of endothelial
damage in patients with chronic kidney disease on hemodialysis. Am
J Physiol Renal Physiol 312: F673-F681, 2017. First published Janu-
ary 11, 2017; doi:10.1152/ajprenal .00013.2016.—Patients with Stage 5
chronic kidney disease who are on hemodialysis (HD) remain in a
chronic inflammatory state, characterized by the accumulation of
uremic toxins that induce endothelial damage and cardiovascular
disease (CVD). Our aim was to examine microvesicles (MVs), mono-
cyte subpopulations, and angiopoietins (Ang) to identify prognostic
markers in HD patients with or without diabetes mellitus (DM). A
total of 160 prevalent HD patients from 10 centers across Spain were
obtained from the Biobank of the Nephrology Renal Network (Ma-
drid, Spain): 80 patients with DM and 80 patients without DM who
were matched for clinical and demographic criteria. MVs from plasma
and several monocyte subpopulations (CDI14>*/CDI6*, CDI4"/
CD16?") were analyzed by flow cytometry, and the plasma concen-
trations of Angl and Ang2 were quantified by ELISA. Data on CVD
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were gathered over the 5.5 yr after these samples were obtained. MV
level, monocyte subpopulations (CDI14*/CD16** and CDI14*+/
CDI16%), and Ang2-to-Angl ratios increased in HD patients with DM
compared with non-DM patients. Moreover, MV level above the
median (264 MVs/jul) was associated independently with greater
mortality. MVs, monocyte subpopulations, and Ang2-to-Angl ratio
can be used as predictors for CVD. In addition, MV level has a
potential predictive value in the prevention of CVD in HD patie-
nts. These parameters undergo more extensive changes in patients
with DM.

chronic kidney disease; cardiovascular disease; diabetes mellitus;
microvesicles; inflammation, hemodialysis

PATIENTS WITH CHRONIC KIDNEY DISEASE (CKD) eliminate toxic
compounds from their body less efficiently, resulting in the
accumulation of uremic toxins (8. 14, 52, 54) and maintenance
of a chronic inflammatory state (18, 20, 21, 27, 39). These
events affect endothelial activation and are associated with a
higher frequency of cardiovascular disease (CVD), which is
one of the main causes of the high morbidity and mortality in
these patients (29, 42).

Furthermore, in CKD patients, renal failure is related fre-
quently with other diseases, such as diabetes, which also
induce inflammation and endothelial damage (20, 24, 44, 48);
the endothelial damage due to diabetes might be another risk
factor for CVD in CKD patients (19, 56). Some studies have
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examined (1) whether inflammation and endothelial damage in
CKD patients with diabetes differ from endothelial disease in
patients without diabetes and have identified markers of in-
flammation and endothelial damage in CKD.

The inflammatory state is associated with the activation
and apoptosis of endothelial cells (ECs), leading to the
release of recently identified circulating biomarkers that are
related to endothelial dysfunction, called CD31 ¥ Annexin
V* microvesicles (MVs) (5, 43), which have been proposed
to be markers of endothelial damage and dysfunction in
several pathologies (15, 17, 26).

Extracellular vesicles (EVs), including exosomes (<100
nm) and MVs (100-1,000 nm), are small, secreted. membrane-
enclosed entities that are involved in various biological, phys-
iological, and pathological phenomena. In our study, we will
use the term MVs, as our EV detection method allows detec-
tion of mostly larger EVs (=400 nm). EVs protect a wide
range of biomolecules that originate from secreting cells, and
their molecular cargo changes in diseases and other physiolog-
ical states (25, 34, 49, 58). In conventional flow cytometry, the
range of detection of MVs is 400-1,000 nm (38). During
inflammation, the number of EVs increases (22, 53). The
effects of EVs might be mediated by their support of cell-to-
cell crosstalk, because EVs transport microRNA, active mol-
ecules, hormones, peptides, and regulator proteins (6, 16, 35),
the levels of which rise in patients with CVD, CKD, and type
II diabetes mellitus (T2DM) (23, 50). Furthermore, proinflam-
matory monocytes (CD147/CD162%) (3, 10, 36, 60, 61) and
monocytes that predict cardiovascular risk (CD142*/CD16™)
(22,47, 60, 61) are elevated in the peripheral blood of patients
with CVD. These data have been confirmed in CKD patients,
and we have reported that the amounts of these proinflamma-
tory cells correlate with various markers of endothelial dam-
age, including MVs (36, 43).

Angiopoietin | (Angl) stabilizes the endothelium by inhib-
iting EC apoptosis and activation and decreasing inflammation.
In contrast, Ang2 is proinflammatory and promotes EC and
epithelial cell apoptosis, increases neutrophil adhesion, and
induces cytoskeletal changes to widen interendothelial gaps.
The ratio of Ang2 to Angl might be a useful prognostic
biomarker of endothelial activation (40).

Based on the frequency of cardiovascular complications in
patients with Stage 5 CKD who are on hemodialysis (HD), we
must improve our understanding of the development of endo-
thelial damage to identify markers that can predict the progres-
sion of CVD and establish appropriate targets that might delay
disease progression. Therefore, our goal was to measure MV
level, monocyte subpopulations, and other soluble markers of
endothelial damage, such as Ang, in patients with and without
diabetes to determine whether these markers identify CVD
patients with HD, whether diabetes modifies their expression
profiles in HD, and whether they are prognostic markers in HD
patients with and without diabetes.

MATERIALS AND METHODS

Research participants. Samples from 160 patients on HD were
obtained from the Biobank of the Nephrology Renal Network (Ma-
drid, Spain) from a total population of 400 HD patients from whom
samples had been collected. The patients underwent HD in various
dialysis units throughout Spain. Blood samples were obtained just
before the HD session began. The bacterial and endotoxin contami-

ENDOTHELIAL DAMAGE ON HEMODIALY SIS

nation levels were below the detection limit in all premixed dialysate
samples (<1 bacterial colony-forming unit/ml and </0.03 endotoxin
unit).

Data were also gathered on parameters that were related to severe
CVD, defined as a cardiovascular event: acute myocardial infarction,
cerebrovascular accident, or transient ischemic attack, until comple-
tion of the study (5.5 yr).

The study was approved by the Biobank Ethics Committee, and all
subjects provided written, informed consent before collection of the
samples and their storage in the Biobank.

Characteristics of the study population. The algorithm that we used
to select patients is shown in Fig. 1. Of the 118 HD patients with DM,
we chose 80 HD patients (18 HD T1DM patients and 62 HD T2DM
patients) who had undergone at least 6 mo of HD and did not have a
history of cardiovascular events. Then we selected 80 HD patients
without DM who were matched for center (rate 1:1) and demograph-
ics (similar percentage of men and those aged older than 50 yr). The
mean age of the study population (n = 160) was 64.23 £ 3.88 yr, and
the study sample comprised 95 men and 65 women (Table 1). No
differences in C-reactive protein levels were observed. Fifteen healthy
subjects (50% men, 25% smoking, no hypertension, no hyperlipid-
emia) were included as controls. Blood samples were drawn from the
arterial line before the start of HD or by venipuncture in healthy
individuals. For this, a 21-gauge needle was used (57).

Isolation and determination of MVs in plasma. Platelet-free plasma
was obtained by centrifugation at 1,500 g for 20 min at room
temperature. Next, the supernatant was recovered and centrifuged at
13,000 g for 2 min to separate MVs. The supernatant was discarded,
and the pellets were stored at —80°C until use (28, 31, 46, 57). MVs
were then resuspended and incubated with 5 pl phycoerythrin (PE)-
labeled monoclonal anti-CD31 (Thermo Fisher Scientific, Waltham.
MA) using FITC-conjugated Annexin V kits, per the manufacturer’s
instructions (Bender MedSystem, Vienna, Austria). CD31 is an adhe-
sion molecule that identifies EVs that are derived from ECs, platelets,
and leukocytes. MVs that expressed phosphatidylserine were labeled
using fluorescein-conjugated Annexin V solution in the presence of
CaClz (5 mM), per the supplier. As a control for the Annexin V
labeling, a sample with fluorescein-conjugated Annexin V, using a
CaCl;-free solution, was established. Tsotype controls were included
as negative controls for the CD31 labeling. An equal volume of
Flow-Count calibration beads (Beckman Coulter, Brea. CA) was
added to measure the number of events per microliter. Fluorescence-

HD Patients
N=400

HD Patients
DM

N=118

HD Patients non
DM

N=282

38 DM (<6months on HD
andfor without CVD)

Mat
11

Non DM
Patients > 6
months on HD

DM Patients > &
months on HD

N=80 N=80

T1DM
N=18

Fig. 1. Patient flowchart for selection of study population, with inclusion and
exclusion criteria. HD, hemodialysis; DM, diabetes mellitus; CVD, cardiovas-
cular disease; TIDM, Type 1 diabetes mellitus; T2DM, Type 2 diabetes
me llitus.

AJP-Renal Physiol + doi:10.1152/ajprenal.00013.2016 » www.ajprenal.org

/102 ‘6 Aepy uo 9vg 2e 022 01 Aq /Bio-ABojoisAyd-reusidles:dny wouy papeojumog




Capitulo I1

ENDOTHELIAL DAMAGE ON HEMODIALYSIS F675
Table 1. Clinical characteristics of HD patients
Healthy Subjects Non-DM TIDM T2DM P
n 15 80 18 62
Men, n, % 8(53.3) 50(62.5) 9(50.0) 45(56.2) 0.8
eKvV, means = SD 1.6 £03 1.5+02 1.5£03 0.8
C-Reactive protein, median (Q1, Q3), mg/dl 29(1,9) 4.1(1.3,89) 4(1.1,10.7) 0.6
Smoking 0.9
Yes, n, % 4(26.6) 33(41.2) 6(33.4) 25(404)
No, n, % 11(73.4) 47 (58.8) 12 (66.6) 37(59.6)
Hypertension, n, % 0 47 (58.8) 13(72.3) 45(72.5) 02
Hyperlipidemia, n, % 0 41(51.2) 11 (61.5) 43(69.3) 0.1
HD modality, % online hemodiafi 0 12.5 10.5 16 0.9
HD modality, % low-flux hemodialy 0 40 955 35 0.6
HD modality, % high-flux hemodialysis 0 47.5 30 49 0.65
Unknown HD modality, % 0 4 0
CvD 0.04
Yes, n (%) 0 21(26.2) 7(38.9) 29(46.7)
No, n (%) 0(100) 59(73.7) 11 (61.1) 33(533)

eKu/'V, equilibrated optimal dialysis dose; TIDM, type 1 diabetes mellitus; HD, hemodialysis.

activated cell sorter analysis was performed on a Cytomics FC 500
flow cytometer (Beckman Coulter) using CXP (Beckman Coulter).

Before the sample acquisition, the samples were subjected to a
separate and combined labeling reaction using all reactives (MAb,
Annexin V, and the appropriate negative controls) to compensate for
the fluorescence using compensation tools on the flow cytometer. An
MV’s gates were established on the FC 500 in preliminary standard-
ization experiments using a blend of size-calibrated beads (Beckman
Coulter) with diameters of 0.3, 0.5, and 1.0 pm. The upper and outer
limits of the MV’s gate were established just above the size distribu-
tion of the I-pum beads in the forward- and side-scatter area (FSC-A
and SSC-A, respectively) settings (log scale). The lower limit was the
noise threshold of the instrument (SSC-A), limiting high background
noise. The absolute number of MVs was calculated as the following:
(MVs counted X standard beads/liter)/standard beads counted (Flow-
Count; Beckman Coulter). Each result (single value) was the average
of three independent measurements of the same sample.

Monaocyte subpopulations. A 10-ml sample of peripheral blood was
drawn from HD patients and healthy subjects into tubes that contained
EDTA and deposited into the Biobank. Peripheral blood mononucl-
ear cells (PBMCs) were isolated by Ficoll density-gradient centrifu-
gation (Lymphoprep; Axis-Shield, Oslo, Norway). washed with PBS
(Thermo Fisher Scientific), and supplied with 20% FBS (Thermo
Fisher Scientific). After separation, PBMCs were frozen in FBS with
10% DMSO at —80°C for 24 h and transferred to liquid nitrogen until
the day of processing. The suitability of the samples for processing
and labeling was verified using parallel, unfrozen control blood. Cell
viability was tested by mixing cell suspensions with Trypan blue
solution (25900048R: Corning cellgro; Thermo Fisher Scientific).

To identify CDI14%/CD16>* and CDI14>%/CD16* monocytes,
PBMCs were incubated with per n chlorophyll protein-conjugated
monoclonal anti-CD14 (M5E2) and FITC-conjugated anti-CD16
(3G8). Both antibodies and the appropriate isotype controls were
purchased from BD Biosciences (San Jose, CA). Flow cytometry was
performed on a FACSCalibur (BD Biosciences) using CellQuest. The
percentage of CD147/CD16%" and CD142*/CD16* monocytes was
calculated by subtracting nonspecifically stained cells, as identified in
the isotype control histogram.

Angiogenic factors. The soluble angiogenic factors Angl and Ang2
were quantified by ELISA (R&D Systems, Minneapolis, MN), per the
manufacturer’s instructions.

Staristical analysis. Continuous data were expressed as means * SD
and as the median [quartle 1 (Q1), Q3] for normal and skewed
distributions, respectively. Comparisons between means of healthy
subjects vs. HD non-DM, HD T1DM, and HD T2DM were analyzed
by ANOVA, followed by Duncan test; x> test was used for categorical

data, which were expressed as percentages. Survival of HD non-DM
and HD DM patients was analyzed by the Kaplan-Meier method, and
differences in survival between two or more groups were examined by
log-rank test, from the collection of blood samples to the start of the
follow-up. The influence of MVs on patient survival after st
by DM or non-DM was analyzed as a categorical variable—divided in
two groups (above or below the median value)—and adjusted using
traditional cardiovascular risk factors (smoking. hypertension, and
hyperlipidemia) by multivariable Cox regression.

Correlation analysis was performed among the study variables
(CD142*/CD16*, CD14*/CD16%*, and MVs) in each group (HD
non-DM, HD DM), separately by Pearson or Spearman test where
appropriate. All statistical analyses were performed with SPSS 15.0
(IBM. Armonk, NY). Two-sided P < 0.05 was considered to be
statistically significant.

RESULTS

Quantification of MV level (MVs per microliter) in HD
patients. Representative graphs of the flow cytometry analys
of EVs and the number of MVs in HD patients are shown in
Fig. 2, A and B. Size-selected events are plotted as a function
of their double fluorescence for specific Annexin-PE binding
and CD31-FITC for negative control (Fig. 2C) and HD patients
(Fig. 2D).We observed that HD non-DM patients experienced
a significant increase in MV level (236.4 = 20.8 MVs/pl) in
relation to healthy subjects (26.9 = 4.1 MVs/pl; P < 0.001).
Similarly. HD patients with TIDM had a significantly higher
MV level (259.0 = 34.3) vs. healthy subjects (26.9 * 4.1
MVs/pl; P < 0.001). HD patients with T2DM had significantly
more MVs (321.9 = 33.5 MVs/pl) compared with healthy
subjects (26.9 = 4.1 MVs/pl; P < 0.001). Moreover, T2DM
subjects had a higher MV level than HD patients without DM
(3219 = 33.5 MVs/pl vs. 2364 = 20.8 MVs/pl; P = 0.014;
Fig. 2E).

Monocyte subpopulations in HD patients. The percentage of
CD14*/CD16*" monocytes defines the extent of inflamma-
tion, which we calculated by flow cytometry (Fig. 3, A—C). The
percentage of CD147/CD16>" monocytes was higher in HD
non-DM (8.4 = 3.5%) and T1DM patients (11.6 * 3.4%) than
in healthy subjects (2.8 * 0.9%; P < 0.001). Furthermore, the
percentage of CDI147/CD16>" monocytes was elevated in
TIDM patients (11.6 * 3.4%) compared with HD non-DM
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Fig. 2. Quantification of microvesicles (MVs) in plasma of HD patients. Fluorescence-gated beads of various sizes for determining gates between 0.4 and | pm
(A). Representative graphs of flow cytometry analysis of extracellular vesicles (EVs) in platelet-free plasma. EVs were plotted using an FSC logarithmic (FS
log)/SSC logarithmic (S5 log) dot-plot histogram. MVs are defined as event numbers with a size of 0.4—1 pm and are gated in a window. It was necessary to
use bead counts in each experiment to calculate the co ion of MV's per unit volume of the sample (B). Size-selected events are plotted as a function of
their double fluorescence for specific Annexin-PE binding and CD31-FITC for negative control (C) and HD patients (D). Number of MVs per microliter in
healthy patients with HD patients non-DM, TIDM, and T2DM (E). *P < 0.001 vs. control; #7 = 0.014 vs. non-DM (ANOVA, followed by Duncan test).

(8.4 = 3.5%; P = 0.001) and T2DM subjects (5.8 = 1.8%;
P < 0.001; Fig. 3D).

The percentage of CD14%>*/CD16" monocytes was associ-
ated with higher rates of cardiovascular events. Furthermore,
this percentage was significantly higher in TIDM vs. healthy
(5.1 = 1.1% vs. 3.1 £ 0.8%; P = 0.009) and HD without DM
patients (4.3 * 2.3%; P = (1.043; Fig. 3E).

Ang2-to-Angl ratio in HD patients. The Ang2-to-Angl ratio
(Ang2/Angl) was calculated in plasma samples from healthy
subjects and patients with HD. HD patients without DM had an
Ang2/Angl of 8.2 = 4.5, which was significantly higher than
in healthy subjects (0.5 = 0.1; P < 0.001). HD patients with
TIDM had significantly higher Ang2/Angl (2.9 = 2.5) than
healthy subjects (0.5 = 0.1; P < 0.001). Moreover, HD pa-
tients with T2DM had significantly higher Ang2/Angl
(9.3 + 5.4) compared with healthy subjects (0.5 = 0.1; P <
0.001; Fig. 4).

Correlation berween inflammation and endothelial damage.
In HD patients, we observed a positive correlation between the
percentages of CD14>*/CD16% and CDI14%/CD16>* mono-
cytes (rho correlation Spearman = (.544; P < 0.001 Fig. 54),
which also existed in HD patients with DM and in those
without DM (rho correlation Spearman = 0.428, P = 0.05 for

patients with DM; rho correlation Spearman = 0.599, P <
0.001 in patients without DM).

MYV level and the percentage of CD14/CD16>* monocytes
correlated in HD patients (Spearman rho correlation = (.348;
P = 0.017; Fig. 5B and Table 2).

Monrtality in HD patients with and without DM vs. MV level.
We analyzed the relationship between MV level and mortality
in HD patients with and without DM after a median of 5.5 yr
of follow-up by the Kaplan-Meier method. The patients were
divided into two groups, defined by the median level of MVs.
HD patients with MV level =264 MVs/pl had improved
survival vs. those with levels that were above the median
(log-rank <0.001; Fig. 6A4). HD patients without DM with MV
level =264 MVs/pl had greater survival than those with
higher-than-median levels (log-rank <0.001; Fig. 68). HD
patients with DM and MV level =264 MVs/pl also survived
longer than patients with MV level that exceeded the median
(log-rank = 0.023; Fig. 6C).

Ang2/Angl and the CD14%/CD162" and CD142*/CD167"
subpopulation percentages were not associated with mortality.

Cox regression analysis. The hazard ratio for death in HD
patients after adjustments by DM and non-DM increased
significantly among patients with higher levels of MVs
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Fig. 3. Representative flow cytometry of monocyte subsets. Backgated (R1 monocytic gate) within the FSC-height/SSC-height (4). Monocyte subsets (M1:
CDI427/CD167; M2: CDI427/CD167; M3: CDI147/CDI16°7) within the population were assessed using anti-CD16-FITC/anti-CD 14-peridinin chlorophyll

protein dot-plot control (B) and HD patients (C). Percentage of CD147/CD16°7

monocytes in healthy subsets and non-DM, TIDM, and T2DM patients. *P <

0.001 vs. control; #P = 0.001 vs. non-DM: and &P < 0.001 vs. TIDM (D). Percentage of CD14>*/CD16" monocytes in healthy subsets and non-DM, TIDM,
and T2DM patients. P = 0.009 vs. control; #P = 0.043 vs. TIDM (ANOVA, followed by Duncan test; E).

(MVs =264, 2.364; 95% confidence interval, 1.395-4.008;
P = 0.001). The hazard ratio remained significantly higher
after adjustments for traditional cardiovascular risk factors
(smoking, hypertension, and hyperlipidemia).

30
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Fig. 4. Ang2-to-Angl ratio (Ang2/Angl) in HD patients. Ang2/Angl of
healthy patients with HD, patients without DM, and with TIDM and T2DM
#P = 0.001 vs. control {ANOVA, followed by Duncan test). Angl and Ang2

were quantified by ELISA in plasma (picograms/milliliter).

DISCUSSION

In this study, we analyzed factors that are related to endo-
thelial damage in patients with HD, Plasma from these patients
contained more MVs and had higher Ang2/Ang| compared
with healthy subjects. The extent of endothelial damage was
worse in diabetic patients. In contrast to healthy subjects, HD
patients experienced an increase in the percentage of proin-
flammatory (CD147/CD16>") and high cardiovascular-risk
(CD14*/CD16™) monocyte subsets.

Parameters of morbidity and mortality were recorded for up
to 5.5 yr. MV levels were associated with mortality in HD
patients with and without DM. The rise in CD14"/CD16%*
cells was proportional to the CD142>*/CD16" monocyte per-
centage and MV level.

As described (37), patients on HD harbor more MVs than
healthy subjects. MV levels are also higher in other disease
states, such as hypertension, DM, and coronary artery disease
(9). Consistent with previous results, we noted that patients
with HD and DM had higher MV levels than non-DM HD
patients, and these levels affected T1DM as much as they did
T2DM (39, 41). MV levels have potential value in the diag-
nosis and therapeutic management of CVD and might indicate
worse endothelial damage in HD DM. In patients with coro-
nary heart disease, the number of MV's that bind to Annexin V
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predicts myocardial infarction and mortality (33). In this re-
gard, we have found an association between the number of
MVs and mortality in HD patients. In addition, we have
observed that patients with and without DM with an MV level
=264 MVs/pl experience greater survival than those with an
MV level =264 MVs/pl.

In earlier studies, we reported that HD patients have a high
percentage of proinflammatory CDI147/CD16%" monocytes
(35, 43, 45). These cells have been postulated to mediate the
ongoing inflammation in such patients, secreting more proin-
flammatory cytokines than CD14>/CD 16 cells (45). Further-
more, CD147/CD16>* monocytes are associated with chronic
inflammatory conditions and have significant function in the
development of DM (41). In our study, patients with HD had
a higher percentage of CDI47/CDI16*" monocytes than
healthy subjects. There is evidence that circulating monocytes
in patients with TIDM can be induced to secrete proinflam-
matory cytokines (7). We also observed an increase in these
proinflammatory monocytes in HD patients with DM, the
percentage of which depends on whether the diabetes is T1 or
T2. Patients with TIDM had a higher percentage of CD14™/
CD16%" monocytes than those with T2DM.

HD patients had a higher percentage of monocytes that
predict cardiovascular risk (CD14>"/CD16™) compared with
healthy subjects. These monocyte populations are elevated in

Table 2. Correlation analysis

Non-DM DM HD

Comelaion P Correlation P Comelation P

MVs vs. Ang2/Angl -0.110 04 -0005 09 -0082 04
MVs vs. CDI47/CDI6*  0.238 0.1 0.428 0.07 0348 0.02
MVs vs. CD1425/CD16% 0091 0.6 0211 04 0258 008
Ang2/Angl vs.

CDI147/CD16%* -0.172 04 0.107 0.7 -0.165 0.3
Ang2/Angl vs.

CD14>7/CD16™ -0227 03 0.307 0.2 0018 09
CDI47/CD16* vs.

CDI4*7/CD167 0.599 <0.001 0428 005 0.544 <0.001

patients with HD (32, 51). We found that patients with HD and
DM also had a greater percentage of CD14>*/CD16™ than HD
patients without DM, indicating that patients with DM have an
increased risk of developing CVD.

The imbalance in Angl and Ang2 levels is related to
diabetes, CVD, and tumorigenesis (2, 13, 30), and the Ang2/
Angl might be an early marker of endothelial dysfunction (12,
55). In our study, patients with HD experienced an imbalance
in the levels of Ang. Furthermore, the Ang2/Ang| increased in
patients with DM compared with healthy subjects. However,
these values had no predictive value with regard to mortality.

Our study showed that the levels of CD14¥/CD16>* and
CD14*"/CD16" monocytes rose significantly in HD patients.
Both subsets correlated positively. and it is possible that both
have important functions in inflammation and CVD. Neverthe-
less, this association was not significant in HD DM patients,
although it appeared to have a relative tendency. We cannot
explain this disparate correlation between monocyte subsets in
HD-DM compared with HD patients. Thus future studies
should establish the events that occur in DM that might be
implicated in the changes in monocyte subpopulations. Con-
sequently, the rise in the number of these cells in CKD patients
might mediate the development of vascular disease, even
though the mechanisms should be examined. Moreover, our
studies showed an association between MVs and CD14%/
CD16>* monocytes in HD patients, which explains the chronic
inflammatory status of these patients.

The major limitation of our study is that patients with HD,
some of whom could have been lost during the study period,
had a high risk of mortality due to CVD. Furthermore, despite
being a multicenter study, it was performed in a small sample
of patients, necessitating larger prospective studies.

The prevalence of CVD is higher in HD patients with DM
and elderly patients (=50 yr), which has significant clinical
relevance but is another limitation of our study. We would also
be interested in studying younger patients and patients in a less
advanced stage of CKD to identify early markers of the
disease. Moreover, we cannot exclude that the differences
between TIDM and T2DM are attributed to disparities in
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glycemic control, which would have an impact on the param-
eter that is assessed.

The size-detection limits of standard flow cytometry are well
known, causing smaller MVs to be overlooked. An upper-size
limit of EV detection is likely =1 pm, as a (.5-p.m polystyrene
bead is already reflecting an EV ~1 pm (11). Consequently, an
absolute MV count might be under represented. Isolation,
purification, identification, and conservation protocols for EVs
have advanced significantly. We also believe that MV popu-
lation might be contaminated with EVs from other origins,
such as platelets. Moreover, Annexin V binding by MVs is a
calcium-dependent process, and this marker has limited value
in assessing apoptotic MVs. However, Annexin V¥ MVs
remain a well-studied marker of apoptosis-derived MVs from
peripheral blood in healthy individuals and HD patients (4).

The results of our study have significant multidisciplinary
implications for a wide range of areas in biomedicine, exam-
ining a problem that is a component of many chronic condi-
tions. The resulting increase in our understanding of MVs,
monocyte subpopulations, and angiogenic factors in CVD can
guide the diagnosis and prognosis of the disease and the design
of novel drug therapies. In addition, MVs from platelets and
leukocytes might also be involved in inflammation, prompting
future studies.

There is no consensus on how to detect and preserve MVs.
In addition, no single method can characterize these vesicles
completely (phenotype, size, count, and image). MVs abound
in body fluids, and the detection of MVs in suspension by flow
cytometry has attracted strong clinical and scientific interest,
but their detection is difficult, because many MVs are small
(<400 nm)}—below the limit of resolution of most flow cy-
tometers—causing valuable information on their characteris-
tics to be lost. Other methods (nanoparticle tracking analysis,
electron microscopy. resistive pulse sensing) are thus being

used to complement flow cytometry (53, 59). Currently, the
major challenge for flow cytometry is the identification of
single vesicles with a diameter that is less than the present limit
of detection.

In conclusion, our findings confirm that patients with HD
remain in an inflammatory state and undergo endothelial alter-
ations that can be tracked using early quantifiable markers in
peripheral blood. Notably, MVs, measuring 400-1,000 nm.
have potential predictive value in the prevention of CVD in
patients with HD. In addition, DM alters these inflammatory
and endothelial damage factors.
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Microvesicles Derived from Indoxyl
Sulfate Treated Endothelial Cells
Induce Endothelial Progenitor Cells
Dysfunction

Andres Carmona'f, Fatima Guerrero ™™, Paula Buendia', Teresa Obrero’,
Pedro Aljama’*? and Julia Carracedo*

' Maimonides Institute of Biomedical Research of Cordoba, Cordoba, Spain, * Department of Nephrology, Nephrology
Service, Reina Sofia University Hospital, Cordoba, Spain, * RETICs Red Renal, Instituto de Salud Carlos I, Madrid, Spain,
* Department of Animal Physiology Ii, Faculty of Biology, Compluterse University of Maokid, Madrid, Spain

Cardiovascular disease is a major cause of mortality in chronic kidney disease patients.
Indoxyl sulfate (IS) is a typical protein-bound uremic toxin that cannot be effectively
cleared by conventional dialysis. Increased IS is associated with the progression of
chronic kidney disease and development of cardiovascular disease. After endothelial
activation by IS, cells release endothelial microvesicles (EMV) that can induce endothelial
dysfunction. We developed an in vitro model of endothelial damage mediated by IS to
evaluate the functional effect of EMV on the endothelial repair process developed by
endothelial progenitor cells (EPCs). EMV derived from IS-treated endothelial cells were
isolated by ultracentrifugation and characterized for miRNAs content. The effects of EMV
on healthy EPCs in culture were studied. We observed that IS activates endothelial
cells and the generated microvesicles (ISEMV) can modulate the classic endothelial roles
of progenitor cells as caolony forming units and form new vessels in vitro. Mareaver,
23 miRNAs were contained in ISEMV including four (miR-181a-5p, miR-4454, miR-
150-5p, and hsa-let-7i-5p) that were upregulated in ISEMV compared with control
endothelial microvesicles. Other authors have found that miR-181a-5p, miR-4454, and
miR-150-5p are involved in promoting inflammation, apoptosis, and cellular senescence.
Interestingly, we observed an increase in NFkB and p53, and a decrease in |kBa in
EPCs treated with ISEMV. Our data suggest that IS is capable of inducing endothelial
vesiculation with different membrane characteristics, miBNAs and other molecules,
which makes maintaining of vascular homeostasis of EPCs not fully functional. These
specific characteristics of EMV could be used as novel biomarkers for diagnosis and
prognosis of vascular disease.

Keywords: indoxyl sulfate, endothelial microvesicles, endothelial prog
miRNAs

cells,

INTRODUCTION

Patients with chronic kidney disease (CKD) have a high incidence of cardiovascular disease (CVD).
In fact, the mortality from CVD is very high in CKD patients even from the early stages of the
disease when the patient does not present with symptoms (Foley et al,, 1998; Wanner et al., 2016).
Many uremic toxins are metabolites that bind to proteins (Ellis et al., 2016); in particular, indoxyl
sulfate (IS), a pmmin—bound uremic toxin, is very difficult to remove by hemodialysis. Increased 1S
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has been associated with the progression of CKD and the
development of CVD (Niwa et al., 1997; Adijiang et al., 2008).

High levels of IS affect endothelial cells (EC), increasing
the expression of adhesion molecules (Tumur et al., 2010) and
oxidative stress that leads to endothelial damage in vitro (Tumur
and Niwa, 2009) and in vive (Yuet al., 2011). In fact, endothelial
damage is considered a determinant stage for the development
of CVD (Yu et al., 2011). Thus, the detection of morphological or
functional alterations of EC is essential for the early diagnosis and
prophylactic intervention of vascular complications in patients
with CKD. However, it is difficult to check the endothelium status
because of its inaccessibility. In the last few years, it was shown
that EC release microvesicles (EMV), with characteristics that
reflect the state of the cell they originated from (Faure et al,
2006; Gaceb et al, 2014). EMV are a subtype of extracellular
vesicles produced by EC whose essential role is to serve as
a signaling system for the function and homeostasis of the
vessel (Meziani et al., 2008). EMV are involved in physiological
and pathological processes on target cells by binding to
ligands, surface receptors, and/or membrane associated enzymes,
releasing their contents directly into the cytoplasm (Colombo
etal, 2014). To maintain vascular homeostasis, damaged EC are
replaced by endothelial progenitors cells (EPCs), which circulate
in a low percentage in peripheral blood (Urbich and Dimmeler,
2004), This repair mechanism requires an exquisitely regulated
intracellular signaling network that maintains an efficient balance
between endothelial damage and the release of EPCs. Previous
studies showed, in both animal and human endothelial injury
models (Ramirez et al., 2007; Nogueras et al., 2008; Noci et al.,
2015), a correlation between plasma levels of EMV and the
activity of EPCs. We showed the development of severe vascular
disease is associated with an increase in EMV that parallels
the decrease in EPCs in patients with CKD (Soriano et al,
2014). Nevertheless, the factors involved are not known, and it
is necessary to identify if uremic toxins, such as IS, could be
involved in endothelial damage, releasing EMV that modulate
endothelium repair.

Microvesicles (MV) can transfer proteins, cytokines, mRNAs,
or miRNAs to target cells and influence their biological behavior
(Hulsmans and Holvoet, 2013), miRNAs are highly conserved
non-coding RNA molecules approximately 22 nucleotides long
that exert post-transcriptional effects on gene expression.
Importantly, MV represent major transport vehicles for miRNAs
and their effects depend on the expression of the MV they are
contained in (Cantaluppi et al., 2012; Diehl et al., 2012). miRNAs
are highly expressed in EC, and recent data suggest that they
regulate important aspects of vascular function. The objective of
this study was to analyze, in an in vitro model, the effect of EMV
derived from IS-treated human umbilical vein endothelial cells
(HUVECs) on the endothelial repair process developed by EPCs.

MATERIALS AND METHODS

Human Umbilical Vein Endothelial Cells
Culture

Human umbilical vein endothelial cells (HUVECs) were
obtained from Cell Systems (Clonetics, Solingen, Germany) and
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cultured at 37°C in a 5% CO; atmosphere in EC basal medium
(EBM) plus endothelial cell-growth medium supplements (EGM,
Cambrex Bioscience, Walkersville, MD) and 10% fetal bovine
serum (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). HUVECs were used for
experiments between passages four and nine. HUVECs at 80%
confluence were incubated with or without indoxyl sulfate (IS)
at 256 pg/ml for 24 h. After the incubation period, cells were
characterized for flow cytometry and culture supernatants were
used for isolation of EMV. We first established the experimental
model using a concentration- and time-response curve.

Expression of Endothelial Adhesion

Molecules

Expression of ICAM-1, PECAM-1, VE-cadherin, and VCAM-1
were measured in HUVECs after 24 h of treatment with IS (256
pg/ml). Next, VE-cadherin (FITC rabbit anti human CD144,
AbD Serotec, UK), PECAM-1 (PE-labeled monoclonal anti-
CD31, Caltag Laboratories, Burlingame, CA, USA), ICAM-1 (PE
mouse anti human CD54, Invitrogen), and VCAM-1 (PE Mouse
Anti-Human CD106, BD Pharmingen) antibodies were used to
assess the expression in the experimental conditions. HUVECs
were incubated with the antibodies for 20 min in darkness at
room temperature. Then, cells were washed with PBS and fixed
with BD CellFIX (BD). HUVECs without antibody were used as
a reference (negative control). Mean fluorescence intensity (MFI)
of different antibodies was used to analyze the cytometer data.

Endothelial Microvesicles Isolation

EMV from the culture medium of IS-treated and untreated
HUVECs were isolated by ultracentrifugation. The media was
centrifuged (Heraeus Labofuge 400R) at 409 g for 5 min at 4°C
to remove any intact cells, followed by centrifugation at 789g
for 10 min at 4°C to remove cell debris. The media was then
transferred to ultracentrifuge 25 x 89 mm polypropylene tubes
(Beckman Coulter, Brea, CA, USA) and centrifuged at 18,000g
for 90 min at 10°C in an Optima XPN-100 ultracentrifuge with
70Tirotor (Beckman Coulter). The EMV were sedimented owing
to relative centrifugal forces. The supernatant containing EMV-
free media was removed and the pellets containing EMV were
resuspended in PBS and quantified by flow cytometry (FC500
Series, Beckman Coulter). Absolute values of MV were calculated
using the following formula: (MV counted x standard beads/ L)/
standard beads counted (FlowCount, Beckman Coulter). Results
were expressed as the number of MV per microliter of culture
medium, MV derived from IS-treated HUVECs were defined as
indoxyl sulfate EMV (ISEMV).

Endothelial Microvesicles Analysis by Flow
Cytometry

After 24 h incubation with or without IS (256 pg/ml), culture
supernatants were collected. EMV were isolated as previously
described. The pellet was resuspended in PBS and 10 pl
aliquots were incubated with annexin V, ICAM-1, PECAM-
1, VE-cadherin, or VCAM-1 for 20 min with gentle regular
shaking at room temperature. EMV were quantified by flow
cytometry (FC 500 Series). Prior to the sample acquisition, the
samples were subjected to a separate and combined labeling
reaction using all reactive (monoclonal antibodies, Annexin V,
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and the appropriate negative controls) to compensate for the
fluorescence using compensation tools on the flow cytometer.
In a previous study, we established a MV gate on the FC 500
cytometer using a blend of size-calibrated beads with diameters
of 0.3, 0.5, and 1.0 pm (Carmona et al., 2017). The upper and
outer limits of the MV gate were established just above the size
distribution of the 1-pm beads in the forward (FSC-A) and
side scatter (SSC-A) settings (log scale). The lower limit was
the noise threshold of the instrument (SSC-A), limiting high
background noise. The absolute number of MV was calculated
as: (MV counted x standard beads/L)/standard beads counted
(FlowCount, Beckman Coulter). Each result (single value) was
the average of five independent measurements of the same
sample.

Isolation of miRNAs and the Nanostring

nCounter Assay

miRNAs from EMV were extracted using the ISOLATE II
miRNA kit Phenol free (Bioline, London, UK) according to the
manufacturer’s protocol. The NanoString nCounter® platform
was used to screen the expression levels of 800 miRNAs using
pools with miRNAs purified from controls and IsSEMV. A total
of 100 ng miRNAs (or 3 pl) was used per sample and conditions
were set according to the manufacturer’s recommended protocol
(NanoString Technologies; Seattle, WA, USA). The nSolver 2.6
software was used to analyze and normalize the raw data using
the top 100 most abundant miRNAs in all samples.

Endothelial Progenitor Cells Culture

All procedures performed were in accordance with the ethical
standards of the institutional research committee and conformed
to the standards set by the latest revision of the Declaration
of Helsinki. Informed consent was obtained from all individual
participants included in the study. EPCs were obtained from
human peripheral blood mononuclear cells from healthy donors
by density gradient centrifugation (Lymphoprep, Axis-Shield
PoC, Oslo, Norway) and grown in EC basal medium-2
supplemented with growth factors (EGM-2 Bullekit, Lonza,
Allendale, NJ, USA) and 15% autologous plasma. Mononuclear
cells were plated onto fibronectin (BD, Franklin Lakes, NJ, USA)
in coated, six-well plates at a density of 5 x 10° cells/well and
then incubated at 37°C in a 5% CO, atmosphere for 3 weeks.
Four days later, cells in suspension were removed and fraction
of attached cells was cultivated with EBM-2 supplemented with
15% autologous plasma. On 7th day of EPCs culture, 107 EMV
or ISEMV (MV/ml) were added (Mezentsev et al., 2005). The
medium and the two different stimuli were renewed every 2 days
for 14 days. EPCs phenotype CD344-CD1334+VEGFR2+ was
verified with a cellular purity of >90%.

Detection of Hydroethidine
Hydroethidine (HE) (Invitrogen) is oxidized by ROS to become
ethidium, which emits red color, and was used to measure
superoxide anion. HUVECs and EPCs were exposed to HE
(2 uM) for 15 min at 37°C. Quantitative analysis was performed
on a flow cytometer (FACSCalibur, BD).
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Apoptosis Quantification

The percentage apoptosis was measured by annexin V staining.
HUVECs and EPCs were obtained by mechanical disruption and
washed once with annexin V binding buffer (FITC Annexin V
Apoptosis Detection Kit I, BD). Cells were then resuspended in
annexin V binding buffer and annexin V was added following
the manufacturer’s protocol. Negative tube controls contained
annexin V binding buffer. Quantitative analysis was performed
on a flow cytometer (FACSCalibur, BD).

Angiogenesis Assay in Matrigel

To evaluate the effect of MV on EPCs, in vitro angiogenesis
was evaluated using the Endothelial Tube Formation Assay
Kit (Cell Biolabs, San Diego, CA, USA). After of treatment
with EMV or I[SEMV, EPCs were obtained by mechanical
disruption and seeded on semi-natural Matrigel. Briefly, 50
il of thawed gel solution was added to each well of a pre-
chilled 96 well sterile plate. For the angiogenesis assay, a
total of 2,500 cells/well were plated, of which 50% were EPCs
obtained from MV treated cultures, and the remaining 50%
were mature endothelial cells at low passage stages (3-4).
Vascular endothelial growth factor (50 ng/ml) was administered
in parallel as an internal positive control. After 4 h, photographs
were taken with an optical inverted microscope (OPTIKA
Microscopes, Ponteranica, BG, Italy), and an automated analysis
was performed with the Image] software (http://rsb.info.nih.
gov/ij/). Four parameters were taken for the quantification
experiments (Total length, NB segments, Nb branches and Nb
master junctions). Results were expressed as previously described
by Izuta et al. (2009).

EPCs Proliferation Activity

After of treatment with EMV or I[SEMV, the number of
EPCs colony forming units (CFUs), characterized by a cluster
of cells surrounded by elongated spindled-shaped cells, were
counted manually by visual inspection using an optical inverted
microscope (OPTIKA Microscopes, Italy) in a minimum of 10
random high-power fields.

Protein Expression Analysis by
Western-Blot

Cellular extracts from EPCs were prepared according to standard
protocols (Andrews and Faller, 1991). Protein concentration
was determined by the Bradford method (Bio-Rad Laboratories,
Hercules, CA, USA). Cytoplasmic extracts (50 jLg} or nuclear
extracts (50 pg) were separated in a 4-20% Ready Gel Tris-
HCI gel (Bio-Rad Laboratories), transferred onto nitrocellulose
membranes in a semi-dry transfer system. The membrane
was immediately placed into blocking buffer containing 5%
nonfat milk and sequentially blotted against monoclonal
primary antibodies (NFkB p65, IkBa, p53, and f-actin). All
antibodies were from Cell Signaling (Boston, MA, USA)
except P-actin (Santa Cruz, Dallas, TX, USA). Protein levels
were quantified using the image analysis software Quantity
One 4.4.0 (Bio-Rad Laboratories), using B-actin as a loading
control.
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Statistical Analysis

Data represent the mean + SEM, and the analysis of variance
(ANOVA) with a Bonferroni post-hoc correction was applied.
Comparisons between paired or unpaired data were made by
Student’s-test. If the normality or equal variance test was violated,
a comparison was made using the non-parametric Mann-
Whitney U-test. P-values of < 0.05 were considered statistically
significant. Statistical analyses were performed with SPSS 18.0
(IBM, Armonk, NY, USA).

RESULTS
IS Activates EC

We evaluated whether IS mediates oxidative stress in EC,
analyzing its effect on reactive oxygen species (ROS) production
by flow cytometry. After 24 h of treatment, we observed a
significant increase in the MFI of HE in IS-treated HUVECs
compared with controls (474.0 £+ 1.6 vs. 4453 £ 2.3; p =
0.004) (Figure 1A). Furthermore, we quantified the binding of
EC with annexin V and observed a significant increase in IS-
treated HUVECs compared with controls (382.3 £ 1.4 vs. 348.6
+ 4.3; p = 0.045) (Figure 1B).

Moreover, we quantified the expression of adhesion
molecules, indicative of endothelial activation, such as VCAM-I1,
ICAM-1, PECAM-1, and VE-cadherin. As shown in Figure 1C,
IS induced increases in ICAM-1 (p < 0.001), VCAM-1 (p <
0.001), and VE-cadherin (p = 0.001) in HUVECs at 24 h.
However, at 24 h of treatment with IS at 256 wg/ml, no changes
were observed in the MFI of PECAM-1 compared with contrals.

Characterization of EMV Release by IS

EMV release was related to endothelial activation. We observed
elevated EMV release in IS-treated HUVECs (EMV/pl)
compared with controls (21,741 & 318 vs. 18,552 £ 285; p <
0.001) (Figures 2A-C). IS generated microvesicles (ISEMV)
presented “endothelial-specific epitopes” such as ICAM-I,
VCAM-1, PECAM-1, VE-cadherin, and annexin V. As shown
in Figure 3, [SEMV induced increased levels of ICAM-1 (p =
0.014), PECAM-1 (p < 0.001), VE-cadherin (p = 0.002), and
annexin V (p < 0.001). Although, VCAM-1 expression did not
increase in [SEMV.

Hierarchical Cluster Analysis of miRNAs
The nCounter profiling identified 23 miRNAs with differential
expression in ISEMV relative to EMV (Table 1). Specifically, four

A 480 & B 390 —
470 o 380
=
= 370
Ew z
= = 360
B 450 Z
= T 2 350 if
g
440 < a0
430 330
HUVECs HUVECs+1S HUVECs HUVECs+1S
c
450
400 # -
— 350
1=
=
T # #
300
i -— . l
200 ~
ICAM-1 PECAM-1 VE-cadherin VCAM-1
HUVECs " HUVECs+IS
FIGURE 1 | Indoxyl sulfate (1S) induces activation in human umbilical vein endothelial cells (HUVECS). HUVECS treated with IS (256 wg/mi) for 24 h showed significant
increases in markers of axidative stress and apoptosis. The expression was quantified by changes in the mean flucrescent intensity (MFI) of (A) hydroethidine (HE) and
(B) annexin V. In addition, (C) IS induced significantly elevated exprassion of ICAM-1, VE-cadherin, and VCAM-1, but not PECAM-1. Data are the means + SEM of
five independent experiments. *p = 0.004 vs. untreated HUVECs; “p = 0.045 vs. untreated HUVEGCs; and #p < 0.001 vs. untreated HUVECS.
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FIGURE 3 | Indoxyl sulfate (1S) modulates the expression of adhesion molecules and annexin V in microvesicles (MV). MV (ML) derived from indoxyl sulfate-treated
HUVECS (IsEMV) showed a significant increase in annexin V and adhesion molecules, such as PECAM-1, VE-cadherin, and ICAM-1, but nat VCAM-1. Results are the
mean + SEM of five independent experiments. *p < 0.001 vs. MV derived from untreated HUVECs (EMV); **p = 0.002 va. EMV and #p — 0.014 vs. EMV.

overexpressed miRNAs (hsa-miR-44544-7975, hsa-miR-150-5p,
hsa-miR-181a-5p, and hsa-let-7i-5p) and 19 downregulated
miRNAs (hsa-miR-125a-5p, hsa-miR-1255b-5p, hsa-miR-379-
5p, hsa-miR-1224-5p, hsa-miR-16-5p, hsa-miR-630, hsa-let-7b-
5p, hsa-miR-1915-3p, hsa-miR-601, hsa-miR-4488, hsa-miR-
126-3p, hsa-miR-21-5p, hsa-miR-23a-3p, hsa-miR-575, hsa-miR-
125b-5p, hsa-miR-142-3p, hsa-miR-100-5p, hsa-let-7g-5p, and
hsa-miR-191-5p) were identified in [SEMV . Hierarchic clustering
was performed based on the 23 differentially expressed miRNAs
and displayed as a heat map (Figure 4).

Effects of EMV on EPCs

After 14 days of treatment with EMV or ISEMV, oxidative
stress and apoptosis were quantified in EPCs. As shown
in Figures 5A-C, we observed a significant increase in

the MFI for HE in ISEMV-treated EPCs compared with
controls (567.3 & 3.7 vs. 5983 £ 3.7; p = 0.004). Likewise,
ISEMV induced a significant increased in the percentage of
annexin V4 EPCs (37.3 £ 3.7 vs. 42,1 £ 1.4 p = 0.045)
(Figures 5D-F).

IsEMV Modulate the in vitro Progression of

EPCs Cultures

We observed that ISEMV are able to modulate the differentiation
of EPCs in vitro. Mononuclear cells from healthy donors were
seeded onto fibronectin-coated plates. After 7 days in culture, the
cells in suspension were removed and the fraction of attached
cells was treated with EMV or IsSEMV at 10* MV/ul for 14
days. As shown in Figures 6A,B the treatment with IsSEMV
significantly decreased the number of colony forming units
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TABLE 1 | Differential expression of screened miRNAs in microvesicles.

Gene name Fold change p-value Regulation
(ISEMV vs. EMV}

hsa-miR-125a-5p =117 0.21 Down
hsa-miR-1255b-5p —1.17 0.21 Down
hsa-miR-379-5p -1.51 011 Down
hsa-miR-1224-5p —14.58 007 Down
hsa-miR-16-5p -2.19 0.06 Down
hsa-miR-630 —1.61 0.03 Down
hsa-let-7Tb-5p —2.15 0.002 Down
hsa-miR-1915-3p —59.54 0.02 Down
hsa-miR-6(1 —43.98 003 Down
hsa-miR-4488 -27.15 0.03 Down
hsa-miR-126-3p -2.81 002 Down
hsa-miR-21-5p -7.51 0.05 Down
hsa-miR-23a-3p -1.16 0.02 Down
hsa-miR-575 —15.07 003 Down
hsa-miR-125b-5p —4.53 0.07 Down
hsa-miR-142-3p —1.29 0.06 Down
hsa-miR-100-56p —3.29 0.06 Down
hsa-let-7g-5p —2.09 0.18 Down
hsa-miR-191-56p —1.23 0.13 Down
hsa-let-7i-5p 1.16 071 Up
hsa-miR-4454+4-7975 2.39 0.07 Up
hsa-miR-150-5p 1.81 0.008 Up
hsa-miR-181a-5p 1.17 0.10 Up

FourmiRNAs were overexprassed and 19 downregulated inmicrovesicles derived from IS-
traated HUVECS (IsEMV) compared with microvesicles derved from untreated HUVECs
{EMV). Each sample (n = 2) constitutes pooled HUVECs cultures. miRNAs showing a
fold change of at least 1.5 between ISEMV and EMV are represented. p < 0.05 indicates
significant differences vs. EMV.

(CFUs) in EPCs compared with controls (34.3 &2 vs. 22.3 £ 2.1
CFUs/field; p < 0.001).

Anti-Angiogenic Effect of ISEMV on EPCs
The ability of EMV to induce angiogenesis in EPCs was
determined. As shown in Figure 6B, we observed that
EPCs treated with ISEMV have a loss of angiogenesis; thus,
EPCs developed a significantly lower number of vascular
vessels in the 3D matrix. Values of different angiogenic
parameters are shown in Table 2. Vascular endothelial growth
factor (50 ng/ml) was used as an internal positive control
(Data Supplementary Figure 1).

ISEMV Modulated p53, NFkB, and lkb« in
EPCs

Immunoblot analysis of the expression of p53 protein,
which regulates the cell cycle and apoptosis, is shown in
Figure 7A. Protein expression of p53 in [sEMV-treated EPCs
was significantly increased in comparison with the control
group (p = 0.033). Control and EMV-treated EPCs showed
normal expression of this protein. We also examined whether
ISEMV treatment activated the NFkB pathway. Activation of

Frontiers in Phy w.frontiersin.org
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FIGURE 4 | Hierarchical cluster analysis of miRNAs in microvesicles (MV).
Heat map of differentially expressed miRNAs in MV derived from |S-treated
HUVEGS (IsEMV) and from untreated HUVECS [EMV). Each sample (0 = 2)
congtitutes pooled cultured HUVECs. Red indicates upregulated miRNA
expression and green indicates downregulated miRNA expression.

the NFkB pathway is usually marked by the phosphorylation
and degradation of the NFkB inhibitory protein, [kBu, releasing
NFkB and allowing its migration to the nucleus (Hinz and
Scheidereit, 2014). We observed that after ISEMV treatment,
IkBu levels decreased in the cytosolic fraction (p = 0.044) and
NFkB levels increased in nuclear fraction (p = 0.022) when
compared with EMV-treated EPCs (Figures 7B,C).

DISCUSSION

Indoxyl sulfate is a uremic toxin associated with CVD during
the progression of CKD (Niwa, 2013; Dou et al, 2015). In
our study, we have established a model of endothelial damage
using doses of IS to induce an increase in EMV release
(Data Supplementary Figure 2). We demonstrated that EMV
are involved in altering the repair process of endothelium in
patients with CKD. In culture, HUVECs can be activated by IS,
serving as an effective model to study the mechanisms involved in
the pathophysiology of endothelial damage associated with CKD.
Different studies have shown that EC have increased oxidative
stress in response to progressive concentrations of IS (Vanholder
etal, 2003; Dou et al,, 2004; Peng et al,, 2012; Lee et al,, 2015). In
agreement with previous studies, we found, in response to IS, EC
have increased release of ROS after 24 h in culture. Other authors
observed, at concentrations of IS similar to those found in CKD,
anincrease in ROS at shorter incubation times than we used (Dou
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FIGURE 6 | Effect of microvesicies (M) on endathelial progenitor cells (EPGs) calony formation and angiogenesis. EPCs obtained from healthy donors were treated
with MV derived from IS-treated HUVECS (ISEMV) or untreated HUVECs (EMV) for 14 days. {A) Histogram of colany forming units (CFUs) per field under different
exparimental conditions. ISEMV significantly decraased the number of CFUS. Results are the mean + SEM of three independent experiments. *p < 0.001 vs. EPCs
treated with EM\V. (B) Optical inverted microscopy images of CFUs in EPCs treated with EMV or ISEMV and representative images of tube-like three- dimensional
structures of EPCs on the semi-natural matrix, Matrigel, 4 h after seeding.

et al., 2007; Tumur and Niwa, 2009). The increase in oxidative  proteins, suchas VCAM-1, ICAM-1, and VE-cadherin, as a result
stress induced by IS and the associated release of ROS are related  of activation and cell adhesion. Similarly, others have described
to activation of the EC. We observed an increase in membrane  a modulation of adhesion molecules on EC by IS in CKD (Lee
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TABLE 2 | Angiogenic parameters.

Total length Nb segments Nb branches Nb master
junction
EPGs + EMV 15,6075 + 1,672.7 252 4+ 43.6 66.7+ 36 742 +10.7
EPCs + ISEMV 9,641 + 541 101 +£7.2 60+41 265429
p-value 0.007 0.027 0.012 0.002

Tube formation was evaluated by measurement of total length, Nb segments, Nb
branches, and Nb master junctions after treatment with microvesicles derived from
untreated HUVECs ([EMV) or microvesicles derived from [S-treated HUVECS (BEMV). Al
analyzed angiogenic parameters had significant changes (p < 0.05) vs. EPCs treated
with EMV.

etal, 2012) and CVD (Tumur et al., 2010). Further, we found an
increase in apoptosis in IS-treated HUVECs, indicating that IS
has a direct deleterious effect on EC. These results are consistent
with prior studies in HUVECs (Tumur and Niwa, 2009; Lee et al.,
2012), and mesangial cells (Wang et al,, 2014).

In response to endothelial activation by IS, cells are capable
of releasing a higher number of EMV into the medium.
Increased levels of circulating EMV have been observed in
pathologies associated with endothelial dysfunction, such as
antiphospholipid syndrome (Dignat-George et al., 2004) and
CVD (Mallat et al., 2000; Boulanger et al.,, 2006). This is also
reported in patients with CKD and hemodialysis (Faure et al,
2006), suggesting that an excessive endothelial vesiculation may
be indicative of endothelial dysfunction in uremia. Moreover,
there is evidence that uremic toxins are capable of producing
vesiculation of EC in culture and may induce endothelial
dysfunctiun in vitro (Faure et al,, 2006; Meijers et al,, 2009;
Gao et al,, 2015). We characterized IsSEMV and found their
membranes, not only share molecules with the cells they
originated from, but their expression can be modulated in
different ways in response to activation. In this regard, we
observed an increase in markers of endothelial adhesion and
annexin V-binding in both IS-treated HUVECs and IsEMYV.
However, VCAM-1 increased in EC in response to IS, but not
to ISEMV. On the contrary, ISEMV had a greater increase in
expression of PECAM-1 than IS-treated HUVECs. We believe
that this differential expression of molecules in the membranes
of EMV is not random, and may be associated with their
functionality.

It is known that MV plays an important role as messengers
for signaling and cell communication (Burger et al, 2013;
Erdbriigger and Le, 2016). Therefore, they may carry activation
and apoptosis signals from HUVECs and exert specific effects
on them or on other cells (Schock et al, 2014). A function
that has been ascribed to EMV is the ability to recruit and
differentiate EPCs (Chironi et al., 2010), EPCs are bone marrow-
derived precursors placed as crucial mediators of the endothelial
repair. In previous studies, we established the EPCs phenotype as
events that were triple positive for CD133, CD34 and VEGFR2
(Soriano et al, 2014; Luna et al., 2015). Cells expressing these
three molecules are the most commonly reported as “classical”
EPCs (Friedrich et al,, 2006; Zampetaki et al., 2008), but the
differential expression of these molecules has been linked to

Frontiers in Physiology | www.frontiersin.org

different states of cellular differentiation as well as to the
intensity of their repair capacity (Lanuti et al, 2016; Medina
et al, 2017). Several studies reported that EPCs amount and
functionality were decreased in patients with CKD reflecting a
reduced capacity to repair the endothelium (Hill et al, 2003;
Choi et al, 2004; Schmidt-Lucke et al., 2005; Soriano et al.,
2014). Our study determined the functional changes on healthy
EPCs in culture treated with EMV. Thus, we have shown
that EPCs treated with ISEMV lose their angiogenic capacity,
which is manifested by a decrease in vessel formation in vitro.
Others have postulated that CKD patients with elevated IS
levels may have altered angiogenesis (Hung et al., 2016). In the
presence of ISEMV, EPCs reduced the formation of CFUs in a
matrix of fibronectin after 21 days of culture. This led us to
believe that ISEMV actively interfere in the endothelial repair
process.

Furthermore, we observed an increase in NFkB and p53
expression in EPCs treated with IsSEMV. It has been described
that IS upregulated NFkB and p53 in cells of the proximal
convoluted tubule, and NFkB acts by binding to the promoter
region of p53 to regulate expression (Shimizu et al., 2010, 2011).
This led us to think that ISEMV could act in a similar way.
In addition, activation of the NFkB pathway is usually marked
by the phosphorylation and degradation of the NFKB inhibitory
protein, IkBa, releasing NFkB and allowing its migration to the
nucleus (Hinz and Scheidereit, 2014). Accordingly, we observed
that increased expression of NF B is linked with a decrease in the
expression of Ik Bat in EPCs treated with IsSEMV.

This effect could be explained by analyzing the miRNAs
content of EMV. Our results revealed there are 23 miRNAs
in IsEMV and four (miR-181a-5p, miR-4454, miR-150-5p,
and hsa-let-7i-5p) were upregulated in [SEMV compared with
control EMV. A recent study reported links between miR-181a-
5p, miR-4454, and NFkB signaling in cartilage degeneration
associated with osteoarthritis (Nakamura et al., 2016). Moreover,
19 miRNAs were downregulated in ISEMV, such as miR-126-
3p. This miR-126-3p promotes endothelial proliferation and
limits atherosclerosis (Schober et al, 2014); thus, its reduction
could explain the limited functional capacity of EPCs (Massy
et al, 2017). Moreover, previous studies described that miR-
126-3p modulates the expression of NFkB in activated dendritic
cells (Agudo et al, 2014) and p53 expression in a murine
model of acute lymphoblastic leukemia (Nucera et al,, 2016).
To date, no study has identified the miRNAs in ISEMV.
Our results suggest that miRNAs deregulation probably partly
explains the effects of ISEMV on EPCs. Thus, miRNAs, such
as miR-4454, miR-181a-5p, and miR-126-3p, could be involved
in the increased expression of p53 and NFkB activation by
inhibition of IkB. Further studies are required to identify and
validate the miRNAs associated with endothelial dysfunction in
uremia.

Our study has some limitations related to the instrumentation
and protocols used for identifying and obtaining the EMV. The
size detection limits of standard flow cytometry are well known,
causing smaller MV to be overlooked. The upper size limit of
MV detection is likely >1 pum, as a 0.5 pm polystyrene bead
reflects an MV around 1 pm (Chandler et al., 2011; Carmona
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et al,, 2017). Consequently, the absolute MV count might be
underrepresented. The detection of MV in suspension by flow
cytometry has attracted strong clinical and scientific interest, but
their detection is difficult because many MV are small (<400
nm), below the limit of resolution of most flow cytometers.

In conclusion, our results show for the first time that IS, a
difficult to remove uremic toxin in patients with CKD, is capable
of inducing endothelial vesiculation with different characteristics
that makes MV potential candidates for studying novel
biomarkers being a very useful as diagnostic and prognostic tools
for vascular diseases. [SEMV have membrane characteristics,
miRNAs, and other molecules that reduce the ability of EPCs to
regenerate and participate in the signaling pathways involved in
apoptosis and oxidative stress. These specific mechanisms may
constitute therapeutic targets in patients with CKD.
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Data Supplementary Figure 1| Representative images of the formation of
vassels in the in vitro angiogenesis assay on the semi-natural matrix, Matrigel, 4h
after seeding. (A} EPCs treated with EMV or (B) IsEMV, (C) Vascular endothelial
growth factor (50 ng/mi) used as a positive control, and (D) Endothelial basal
medium (EBM) without fetal bovine serum (FBS) used as a negative control.

Data Supplementary Figure 2 | Effiect of various concentrations of IS {j.g/mil) at
different incubation times. Absolute number of MV per micrdliter in I1S-treated and
untreated HUVECS. (A) 6 h (B) 12 h, and (C) 24 h of incubation. Resits are the
mean + SEM of five independent experiments. *p < 0.001 vs. untreated
HUVECS; #p = 0.002 vs. HUVECs+IS [256].
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Discusion

1. Daiio endotelial y calcificacién vascular en pacientes con enfermedad renal

cronica

La calcificacién vascular (CV) es comun en pacientes con enfermedad renal
crénica (ERC) y se ha relacionado con la morbilidad y mortalidad cardiovascular en
la poblacién general. Los estudios clinicos y traslacionales recientes demuestran que
la CV también se asocia con morbilidad cardiovascular en el contexto de la ERC, y
que una vez establecida, puede persistir incluso cuando se restablece la funcién renal.
Asi mismo, los pacientes con ERC tienen un nimero reducido y una funcién alterada
de las células progenitoras endoteliales (EPC) y estas anomalias empeoran con el
avance de la enfermedad. En nuestro estudio hemos observado que podria estar
relacionado con un disbalance homeostitico entre el dafio y la reparacién del

endotelio vascular.

Hemos observado que la osteocalcina (OCN), una proteina procalcificante
implicada en el proceso de osteogénesis, se expresa en-EPC de pacientes con ERC
que presentan CV. Ademds, en estos pacientes, los niveles de microparticulas
endoteliales (MVE) aumentan. En estudios in vitro, las MVE derivadas de pacientes
con ERC con CV tienen la capacidad de inducir la expresion de OCN en EPC de
sujetos sanos y en lineas celulares derivadas de-fibroblastos y células de musculo liso

vascular.

Actualmente no existe ninguna terapia especifica para tratar la CV, aunque
hay muchos estudios encaminados a dilucidar los mecanismos implicados en este
proceso (Shigematsu et al. 2017, Manivannan et al. 2016). La identificacién de
marcadores que nos permitan hacer un diagndstico y evaluar la progresion de la CV
seria un primer paso en el desarrollo de herramientas preventivas y terapéuticas para

tratar el problema de la CV en pacientes con ERC.

Estudios previos han reportado que las MVE se encuentran elevadas en
pacientes con ERC (Lu et al. 2015, Green et al. 2017, Faure et al. 2006)) y que
poseen moléculas de membrana caracteristicas de la célula endotelial tales como
CD31 y fosfatidilserina, que se une a Anexina V. Ademads, estudios recientes
muestran que las MVE de sujetos de edad avanzada pueden inducir CV (Alique et al.
2017). En este sentido, las MVE tienen actividad procoagulante, promueven la

generacion de trombina y median la progresion de la aterosclerosis (Horn et al. 2016).
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Esto no significa que ademads, puedan existir otras microvesiculas de otro origen
celular que puedan estar involucradas en el proceso de CV. Otros autores han
observado que un nimero elevado de MVE CD31+Anexina V+ refleja la lesion
celular como un marcador que refleja la disfuncién vascular en la enfermedad
cardiovascular (Werner et al. 2006). En nuestro estudio, los pacientes con ERC con

CV mostraron un mayor nimero de MVE que los pacientes sin CV.

Se han encontrado niveles mas elevados de MVE circulantes en pacientes en
hemodiélisis en comparacion con pacientes que se encuentran en predidlisis, didlisis
peritoneal o sujetos sanos (Green et al. 2017). El nimero de MVE en pacientes con
ERC se puede modular mediante el tratamiento de la ERC (Merino et al. 2010). Sin
embargo, hasta donde sabemos, el presente estudio ha mostrado por primera vez, una

asociacion entre el aumento de MVE y la presencia de CV en pacientes con ERC.

Los pacientes con ERC tienen un nimero reducido y una funcién alterada de
las EPC circulantes en comparacion con la poblacién general, y esta anomalia
empeora con el avance de la enfermedad (Krieter et al. 2010). Al igual que otros
autores (Hill et al. 2003, Schmidt-Lucke et al. 2005), en nuestro estudio hemos
observado un nimero reducido de EPC en pacientes con ERC y este se relaciona con
una menor capacidad de regeneracion vascular. Asi mismo, esta alteracion en la
capacidad regeneradora de endotelio fue mds acentuada en pacientes que presentaban

mayor CV.

Existe una relacion estrecha entre los niveles de EPC y la morbimortalidad por
enfermedad cardiovascular (ECV) y estas células podrian ser utiles como nuevos
biomarcadores para la predicciéon de eventos cardiovasculares (Bakogiannis et al.
2012, Hill et al. 2003). De hecho, los factores que estdn estrechamente relacionados
con las enfermedades cardiovasculares, como la hipertension arterial, diabetes
mellitus y los niveles elevados de colesterol sérico, se han asociado con una
disminucién en el nimero de EPC y una menor capacidad regenerativa (Fadini,
Agostini, and Avogaro 2005, Staude et al. 2013). Los pacientes con ERC presentan
ECYV graves que se asocia con una elevada morbimortalidad por una deficiencia en la
capacidad de regeneracion vascular debido a la reduccién en el nimero de EPC y/o
alteraciones en su funcionalidad (Herbrig et al. 2006, Ramirez et al. 2007, Morrone et

al. 2017). En nuestro estudio, la proporcién de sujetos hipertensos fue similar tanto en
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pacientes con CV como en pacientes sin CV. Los eventos cardiovasculares fueron
mads prevalentes en los pacientes del grupo CV (42%) que en el grupo no CV (22%);
sin embargo, dentro de cada grupo, no hubo asociacién significativa entre el nimero
y la actividad funcional de EPC o MVE y el nimero de eventos cardiovasculares. Por
tanto, deducimos que en la ERC el riesgo aumentado de muerte por causa
cardiovascular se relaciona con la apariciéon de CV. Con nuestro nimero limitado de
pacientes, es dificil demostrar una asociacién independiente de CV y eventos
cardiovasculares con el nimero de MVE y el ndimero y la actividad funcional de
EPC. Aunque en estudios in vitro, otros autores han observado que las MVE
producidas en un entorno inflamatorio o procedentes de pacientes con ERC
promueven calcificacién de células de musculo liso vascular (Buendia et al. 2015).
Ademads, en otros estudios se ha descrito el papel de las microvesiculas en la
mineralizacién de las células del miusculo liso vascular (Kapustin et al. 2011,

Kapustin and Shanahan 2016)

Cada vez hay mas pruebas que implican una conexion entre la remodelacién
vascular y los mecanismos del metabolismo dseo (Yang et al. 2017). Nosotros hemos
observado que las EPC obtenidas de pacientes con CV pueden tener potencial
osteogénico, ya que expresan OCN, que es un marcador de células osteoblasticas y
aumenta en condiciones proinflamatorias (Zhang et al. 2015). Actualmente el papel
de la expresion de OCN en EPC continuda siendo objeto de estudio. Recientemente, el
aumento del recambio 6seo se ha asociado con la CV y el aumento de la mortalidad
de causa cardiovascular, y las EPC que expresan OCN son candidatos potenciales
para establecer un vinculo entre el metabolismo éseo y el sistema vascular (Sambrook

et al. 2006, Tondreau et al. 2005).

En pacientes con aterosclerosis coronaria, hay un aumento en la expresion de
OCN en EPC (Gossl et al. 2008, Flammer et al. 2012). Ademds, las EPC que
expresan OCN se han encontrado en mayor nimero en el tejido valvular adrtico
calcificado (Gossl et al. 2012).En un estudio reciente se ha observado una fuerte
correlaciéon positiva entre el fenotipo OCN+ de EPC tempranas (CD34-
CD133+VEGFR2+) con la reparacion vascular, calcificacion y el posterior desarrollo
de aterosclerosis (Yang et al. 2017).En nuestro estudio, las EPC obtenidas de sujetos
sanos expresaron OCN al ser tratadas con MV derivadas de pacientes con ERC. Este

resultado refuerza el papel desempefiado por las MV en el desarrollo de la CV.
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Ademais de las EPC, in vitro, las MV de pacientes con ERC que presentan CV tenian
una capacidad notable para inducir la expresion de OCN en células de musculo liso

vascular y fibroblastos.

Pensamos que las de EPC presentes en sangre periférica que expresan OCN
podrian explicar, al menos en parte, por qué la "osificacion" de las arterias puede
tener lugar en cualquier momento y lugar. Como se ha descrito anteriormente, el dafio
endotelial da como resultado la liberaciéon de MV, que circulan en la sangre periférica
y-es pueden llegar a la médula 6sea, estimulando la produccién de EPC implicadas en
el proceso de reparacion endotelial. En sujetos normales, existe un equilibrio entre las
MVE y las EPC que es interrumpido cuando aparecen patologias como la ERC, en la
que intervienen muchos factores urémicos que hace que se pierda esta homeostasis.
En estos pacientes, este mecanismo de reparacion endotelial es probablemente
limitado y, en algun punto, el dafio al endotelio es mucho mayor que la capacidad de
la médula 6sea para generar EPC, por lo que se activan mecanismos de reparacion
alternativos. En estas circunstancias, el organismo podria utilizar otros progenitores
originalmente disefiados para reparar otros tipos de tejido, como el hueso, pero

terminan reparando el endotelio vascular, produciendo asi la CV.

Una limitaciéon de nuestro estudio es la falta de informacién sobre los
diferentes tipos de MV de diferente origen al endotelial. Se deberan realizar mas
estudios para definir el papel de estos otros tipos de MV en el desarrollo de CV.
Somos conscientes de que la cantidad de MVE y sobre todo, de EPC que
encontramos en sangre periférica en nuestro estudio fue muy baja. Para resolver este
problema técnico, se cuantificaron una gran cantidad de eventos en el citometro de
flujo, con el objetivo de minimizar los posibles errores. También el nimero de
pacientes de nuestro estudio fue limitado. Sin embargo, nuestros resultados obtenidos
de experimentos in vitro corroboraron los hallazgos in vivo. Creemos que nuestros
hallazgos pueden ayudar a comprender algunos de los procesos que tienen lugar en la

vasculatura de pacientes con CV.

En nuestro estudio hemos demostrado como en pacientes con ERC con y sin
CV existe un desequilibrio en el dafio/reparacion del endotelio vascular relacionado
con un aumento de MVE y un descenso de los niveles de EPC. Las MVE que

proceden de los pacientes ERC con CV expresan una molécula, OCN, relacionada
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con el mecanismo de desarrollo osteogénico por EPC, fibroblastos y células de
musculo liso vascular. También hemos demostrado que las EPC pueden participar
directamente en el proceso de CV, ya que poseen caracteristicas de células
osteogénicas. De hecho, nuestros hallazgos pueden ayudar a entender por qué los
pacientes con ERC presentan CV con mayor frecuencia que sujetos sin ERC. Nuestro
estudio también ofrece potenciales nuevas herramientas de diagndstico clinico, como
el aumento del nimero de MVE apoptéticas, el bajo nimero de EPC y un alto

porcentaje de células con caracteristicas osteogénicas.

Los resultados también sugieren que las MVE podrian usarse como
marcadores de CV, y su deteccién podria usarse para identificar pacientes con riesgo
de ECV y/o para seguir el curso clinico de su enfermedad. Ademads, las MVE pueden

servir como dianas terapéuticas para el control de la CV y la ECV asociada.
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2. Marcadores de daiio endotelial en pacientes con enfermedad renal crénica en
hemodialisis.

El dano endotelial asociado a la inflamacion crénica se ha propuesto como un
factor de riesgo cardiovascular en pacientes con ERC en hemodiélisis (HD). En este
estudio nos propusimos analizar algunos de los factores relacionados con dicho
proceso, como son los niveles MVE circulantes en plasma, el porcentaje de
monocitos asociados a de riesgo cardiovascular (CD14++/CD16+), monocitos
proinflamatorios (CD14+/CD16++) y ratio angiopoyetina 2/angiopoyetina 1
(Ang2/Angl).

En este estudio hemos observado que en el plasma de pacientes con ERC en
HD existen niveles elevados de MV, un mayor porcentaje de CD14++/CD16+ y de
CD14+/CD16++, y un mayor ratio Ang2/Angl. Ademds dentro de estos pacientes,
los que presentan diabetes mellitus (DM), tuvieron estos niveles mas elevados de

todos estos marcadores.

En este estudio multicéntrico, se asociaron los niveles de MV con la
mortalidad de pacientes con ERC en HD con o sin DM durante 5,5 anos de
seguimiento. Asi mismo, el aumento en el porcentaje de CD14+/CD16++ fue

proporcional al porcentaje de CD14++/CD16+ y a los niveles de MV.

Los niveles de MV se encuentran més elevados en pacientes con ERC en HD
en comparacion con sujetos sanos (Mohandas and Segal 2010, Karpman, Stahl, and
Arvidsson 2017).Ademas, los niveles de MV también se encuentran aumentados en
otras patologias tales como hipertension (Schmidt, Manca, and Hoefer 2015), DM,
aterosclerosis, y enfermedad de las arterias coronarias (Brodsky et al. 2004, Lawson
et al. 2016), por lo que pueden considerarse como biomarcadores de enfermedades.
En nuestro estudio hemos encontrado que, en pacientes con ERC en HD y con DM
presentan niveles més elevados de MV que los pacientes no DM. Estos resultados nos
pueden indicar que los pacientes en HD con DM tienen una mayor disfuncién
endotelial, haciendo por tanto que el nivel del MV posea un valor diagndstico y

terapettico de la enfermedad.

En los altimos afios se han asociado los niveles de MV CD31+/Anexina V+

con el desarrollo y progreso de la ECV (Sinning et al. 2011, Jung et al. 2017,
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Valencia-Nuiiez et al. 2017). En este sentido, en nuestro estudio hemos encontrado
una asociacion entre los niveles de MV CD31+/Anexina V+ y la mortalidad en
pacientes con ERC en HD. Ademads, hemos observado que cuando los niveles de MV
CD31+/AnexinaV+ fueron superiores a 264 MV/ul, se encontr6 una menor
supervivencia que cuando presentaron niveles de MV CD31+/Anexina+ inferior a

264 MV/pl.

En cuanto a la subpoblaciéon de monocitos CD14+/CD16++, en estudios
previos se ha reportado que los pacientes en HD presentan un elevado porcentaje de
estas células (Ramirez et al. 2007, de Sequera et al. 2017) y este incremento estd
estrechamente relacionado con la etiopatogénesis de ECV asociada a ERC. Los
monocitos CD14+/CD16++ secretan citoquinas proinflamatorias (Ramirez et al.
2005), y su aumento en sangre periférica estd asociado a enfermedades crénicas y
tienen una relacién en el desarrollo de la diabetes mellitus (Patifio et al. 2000). En
nuestro estudio, los pacientes con HD tenian un mayor porcentaje de monocitos
CD14+/CD16++ que en sujetos sanos. Existen evidencias de que esta subpoblacion
de monocitos circulantes puede estar implicada en una enfermedad autoinmune como
la con diabetes mellitus tipo 1 (DMT1) (Ren et al. 2017). También observamos un
aumento de estos monocitos proinflamatorios en pacientes con HD con DM, cuyo
porcentaje depende de si la es de DMT1 o diabetes mellitus de tipo 2 (DMT?2).
Encontramos que los pacientes con DMT1 tenian un mayor porcentaje de monocitos

CD14+/CD16++ que aquellos que presentan DMT?2.

Muchos autores han demostrado que los pacientes que se encuentran en HD
presentan elevado porcentaje de monocitos CD144++CD16+ que podrian predecir
riesgo cardiovascular en comparacién con sujetos sanos (Maiwald et al. 2013).
Nosotros también hemos encontrado que los pacientes en HD con DM presentan un
mayor porcentaje de monocitos CD14++/CD16+ que los pacientes en HD sin DM, lo
cual puede ser indicativo de que los pacientes con DM presentan un mayor riesgo de

desarrollar ECV.

El desequilibrio en los niveles de Ang 1 y Ang 2 estd relacionado con DM,
ECV y tumorigénesis(Isidori, Venneri, and Fiore 2016, Dane et al. 2014, Engin et al.
2012)). En cuanto al ratio Ang2/Ang] podria ser un marcador temprano de disfuncién

endotelial (Choi et al. 2013). En nuestro estudio, los pacientes con HD
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experimentaron un desequilibrio en los niveles de angiopoyetinas. Ademas, el ratio
Ang?2/Angl aumenté en pacientes con DM en comparacion con sujetos sanos. Sin

embargo, estos valores no tuvieron un valor predictivo con respecto a la mortalidad.

Como hemos comentado, nuestro estudio mostr6 que el porcentaje de
monocitos CD14+/CD16++ y CD1444+/CD16+ aumenté significativamente en
pacientes con HD. Ambas subpoblaciones de monocitos se correlacionaron
positivamente, y es posible que ambos tengan funciones importantes en la
inflamaciéon y en el desarrollo de ECV como ya postularon algunos autores
(Stansfield and Ingram 2015). Sin embargo, esta asociacion no fue significativa en los
pacientes en HD que presentan DM, si bien parecia tener una cierta tendencia relativa
pero, no podemos explicar esta correlacion dispar. En este sentido, futuros estudios
deberian establecer qué ocurre en pacientes con DM y qué mecanismos pueden estar

implicados en los cambios de las subpoblaciones de monocitos.

Una de las mayores limitaciones de nuestro estudio fue la elevada mortalidad
por ECV que presentan los pacientes con ERC en HD ya que se trata de pacientes de
edad avanzada (>50 afios) por lo que muchos de los pacientes se perdieron durante
los 5,5 ainos de seguimiento. Ademds, pese a ser un estudio multicéntrico se hicieron
las determinaciones en una muestra relativamente pequefia por lo que se requieren
estudios prospectivos mucho mds amplios. Seria de sumo interés estudiar pacientes
con una edad menos avanzada que presenten ERC, lo que nos podria ayudar a

dilucidar biomarcadores tempranos de la patologia.

El método de citometria de flujo presentado aqui solo permite el andlisis de
MV por encima del umbral de deteccién del equipo, y potencialmente excluye
particulas mas pequefias por debajo de este umbral (<400nm) (Nielsen et al. 2014).
Los protocolos de aislamiento, purificacion, identificacién y conservacién para MV
han avanzado significativamente (Hromada et al. 2017). También creemos que la
poblacién de MV podria estar contaminada con MV de otros origenes, como las MV
de plaquetas. Ademads, la unién de anexina V por medio de MV es un proceso
dependiente de calcio, y este marcador tiene un valor limitado para evaluar MV
apoptéticas. Sin embargo, la anexina V + MV sigue siendo un biomarcador bien
estudiado de las MV derivadas del proceso de apoptosis en sangre periférica en

individuos sanos y pacientes con HD (Berezin et al. 2016).
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Actualmente no existe un consenso para detectar y preservar MV y ningun
método utilizado hasta ahora puede caracterizarlas completamente. En este sentido
para complementar la caracterizacién vesicular realizada citometria de flujo se
utilizan otros métodos (andlisis de seguimiento de nanoparticulas, microscopia

electrénica, deteccion de pulso resistivo) (van der Pol et al. 2014, Maas et al. 2015).

Los resultados obtenidos en nuestro estudio pueden tener gran relevancia en
multiples dreas de la biomedicina que estudian enfermedades crénicas puesto que las
MV, las subpoblaciones de monocitos y las Ang2, Angl pueden ser biomarcadores
para diagnosticar y pronosticar el desarrollo de ECV y para ayudar a disefiar nuevas
dianas farmacoldgicas. Asi mismo muchos estudios recientes incluyen MV de origen
plaquetario, monocitario y leucocitario (Paudel, Panth, and Kim 2016), por lo que en
futuros estudios analizaremos este tipo de MV que nos dardn mds informacién acerca

de la ECV, y concretamente, en pacientes con ERC en HD.

Por tanto, los pacientes con ERC en HD presentan un estado
microinflamatorio crénico que desencadena un dafio endotelial y ECV que podria
detectarse precozmente cuantificando biomarcadores en sangre periférica, entre los

que destacan las MV (0.4-1 pum).
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3. Las microvesiculas derivadas de las células endoteliales tratadas con indoxyl
sulfato (IS) inducen disfuncion de las células progenitoras endoteliales.

En los pacientes con ERC, el endotelio vascular se encuentra en contacto
continuo con toxinas urémicas que circulan en la sangre. IS es una toxina urémica
unida a proteina que ofrece una gran dificultad para ser eliminada por las técnicas
convencionales de didlisis, por lo que se acumula en sangre en pacientes con ERC
(Kaminski et al. 2017). Su incremento se asocia a la ECV, porque puede producir
disfuncién endotelial (Niwa 2013, Dou et al. 2015) y una subsiguiente liberacién de
microvesiculas endoteliales (MVE). En un intento de simular una situacion clinica
similar a la de los pacientes con ERC, en nuestro estudio in vitro hemos elegido la
concentracion de IS méxima reportada en uremia (Vanholder et al. 2003), en la que
observamos un aumento significativo en la liberacion de MVE y demostramos que las
MVE producidas pueden alterar el proceso de reparacién endotelial. De este modo,
hemos establecido un modelo eficaz para el estudio de los mecanismos implicados en

la fisiopatologia del dafio endotelial asociado con la ERC.

Actualmente la disfuncién endotelial se considera como una de las primeras
manifestaciones de ECV. El IS induce un incremento de estrés oxidativo en las CE
que podria estar implicado en el desarrollo de ECV en pacientes urémicos. Un exceso
de ROS puede conducir a estrés oxidativo y desencadenar dafio a nivel endotelial
(Ellis RJ et al, 2016). Varios autores han observado que las CE presentan un aumento
de estrés oxidativo (Vanholder et al. 2003, Lee et al. 2015, Dou et al. 2004, Peng et
al. 2012)y de moléculas de adhesion (Tumur and Niwa 2009) (Lee et al. 2012) en
respuesta a diferentes dosis de IS. De la misma manera, en nuestro estudio valoramos
el dafio endotelial inducido por IS en CE después de 24 horas en cultivo y
observamos un aumento en la liberacion de ROS, en el porcentaje de Anexina V y en
la expresion de moléculas como VCAM-1, ICAM-1 y VE-cadherina en HUVEC
estimuladas con IS. En este sentido, nuestros resultados muestran que IS induce

activacion de la célula endotelial in vitro.

Por otro lado, en respuesta a la activacion endotelial producida por IS, las CE
liberan mayor cantidad de MVE que en condiciones basales, lo que sugiere que en
respuesta a esta activacion, las CE son capaces de liberar mds MVE como resultado

del dafio causado por IS. De manera similar a lo observado por nosotros, otros autores
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han encontrado que existe un incremento en los niveles de MVE circulantes en
diferentes patologias asociadas a disfuncién endotelial como el sindrome
antifosfolipido (Dignat-George et al. 2004), ECV (Mallat et al. 2000, Boulanger,
Amabile, and Tedgui 2006). También se ha observado este incremento de MVE en
ERC y hemodidlisis (Faure et al. 2006), y se ha sugerido que este incremento de
vesiculacién endotelial podria ser indicativo de una disfuncién endotelial
consecuencia de la uremia. En relacion con estos estudios, hemos observado un
aumento en la liberacién de MVE en nuestro modelo de dafio endotelial inducido por

IS.

En el estudio de caracterizaciéon de las MVE producidas en HUVEC al ser
estimuladas con IS (IsSMVE), hemos encontrado que en su membrana no s6lo poseen
moléculas de la célula de origen, la CE, y que previamente han sido identificadas por
otros autores (Gaceb, Martinez, and Andriantsitohaina 2014, Faure et al. 2006), sino
que su expresion podria ser modulada de forma diferencial ante un estimulo como el
IS. En este sentido se observé en HUVEC tratadas con IS y en ISMVE un incremento
de Anexina V y también en los marcadores de adhesion endotelial analizados (ICAM-
1, PECAM-1, VE-cadherina, VCAM-1). Creemos que esta expresion diferencial de
moléculas en la membrana de las MVE no es aleatoria, y puede estar asociada con su
funcién de sefializacion. En efecto, las MVE expresan caracteristicas propias de las
células de origen y su funcidn principal es servir de sistema de sefializacion entre los
elementos implicados en la funcién y la homeostasis vascular (Meziani, Tesse, and

Andriantsitohaina 2008, Burger et al. 2013, Erdbriigger and Le 2016).

Las EPC proceden de médula 6sea y juegan un papel clave en la reparacion y
homeostasis endotelial (Asahara et al. 1997). Una funcién que se ha atribuido a las
MVE es la capacidad de reclutar y diferenciar EPC (Chironi et al. 2010). En estudios
previos, en pacientes con ERC, el aumento en la liberacién de MVE se asocia con una
disminucién en el nimero de EPC circulantes lo que refleja una capacidad reducida
para reparar el endotelio (Hill et al. 2003, Choi et al. 2004) (Schmidt-Lucke et al.
2005, Soriano et al. 2014).

Otros autores han postulado que los pacientes con ERC que presentan
elevados niveles de IS pueden tener alterado el proceso de angiogénesis (Hung SC et

al, 2017 (Hung et al. 2017, Lin et al. 2016). En nuestro estudio hemos observado que
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las EPC tratadas con ISMVE reducen su capacidad para formar unidades formadoras
de colonias (UFC) y su capacidad angiogénica in vitro. Esto nos llevé a pensar que

las ISMVE podrian actuar activamente en el proceso de reparaciéon endotelial.

Asi mismo, hemos observado un aumento en la expresion de NFKB y p53 en
EPC tratadas con ISMVE. Se ha postulado que IS regula positivamente a NFKB y p53
en células del tdbulo contorneado proximal. Ademds, en otros estudios se ha
observado que p53 estd implicado en diversos procesos celulares que regulan el ciclo
y la apoptosis celular, y que su expresion estd regulada por el factor de transcripcion
NF«B (Shimizu et al. 2010, Shimizu et al. 2011) e intervienen gran cantidad de genes
inflamatorios. NFkB se encuentra normalmente en el citoplasma en su forma inactiva
formando un complejo con su proteina inhibidora, IkBa. Cuando se dan los estimulos
apropiados, IkBa se fosforila, ubiquitina y degrada, activando a NF«kB, que es
traslocado al nicleo, donde induce su respuesta fisiolégica (Hinz and Scheidereit
2014)). En nuestro trabajo, hemos observado que el aumento en la expresion NF«xB
(en el nucleo) estd ligada a una disminucién en la expresion de IkBa (en el
citoplasma) en EPC tratadas con ISEMV. Esto nos llevé a pensar que ISEMV podria

actuar de manera similar a como lo hace IS.

Analizando el contenido de miRNA hemos encontrado 23 miRNA en ISMVE
que se encontraban expresados de forma diferencial a en comparacién con MVE
control. Cuatro de ellos (miR-181a-5p, miR-4454, miR-150-5p, y hsa-let-7i-5p),
estaban “upregulated” en ISEMV. Recientemente han demostrado que existe relacion
entre miR-181a-5p, miR-4454, y NFkB en la degeneracion del cartilago asociados
con la osteoartritis (Nakamura et al., 2016 (Nakamura et al. 2016). Ademas, 19
miRNA estan “downregulated” en IsSMVE, como miR-126-3p. Este miR-126-3p
promueve la proliferacion endotelial y limita la aterosclerosis (Schober et al. 2014);
por lo tanto, su reducciéon podria explicar la limitada capacidad funcional que
presentan de las EPC (Massy et al., 2017 (Massy, Metzinger-Le Meuth, and
Metzinger 2017). Estudios previos han descrito que miR-126-3p modula la expresion
de NFxB en células dendriticas activadas (Agudo et al., 2014) y la expresion de p53
en un modelo murino de leucemia linfoblastica aguda (Nucera et al. 2016). Hasta la
fecha, ningin estudio ha identificado los miRNA en IsSMVE. Nuestros resultados
sugieren que los miRNA “downregulated” podrian explicar en parte los efectos

disfuncionales encontrados en EPC al ser tratadas con IsSMVE. Por lo tanto, miRNA,
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como miR-4454, miR-181a-5p, y miR-126-3p, podria estar involucrados en el
aumento de la expresiéon de p53 y NFkB, y a su vez la activaciéon de NF«B por la
inhibicién de IkB. Sin embargo, se requieren mas estudios para identificar y validar
los miRNA asociados a la disfuncién endotelial inducida por uremia, y concretamente

en aquellos que van a ser vehiculados en las MVE.

Nuestro estudio tiene algunas limitaciones que estdn relacionadas con la
instrumentacién y los protocolos utilizados para identificar y obtener las MVE. Un
aspecto metodolégico importante que debemos considerar en este estudio es que la
mayoria de los citometros de flujo tienen un umbral de deteccién >0.500 um (van der
Pol E et al, 2010). Hay datos que sugieren que >80% de las MV tienen un tamafo
<0.500 pm (Arraud et al. 2014). Por consiguiente, el recuento absoluto de MV por
citometria de flujo podria estar infravalorado, haciendo que se pierda informacion

sobre sus caracteristicas que podrian ser valiosas a nivel clinico y cientifico.

En conclusién, nuestros resultados demuestran por primera vez que la IS, una
toxina urémica dificil de eliminar en pacientes con ERC o incluso por técnicas de
didlisis. IS es capaz de inducir vesiculacién endotelial con diferentes caracteristicas
que hace que las MV sean nuevos biomarcadores muy utiles como herramientas
diagnésticas y prondsticas para enfermedades vasculares. Las ISEMV tienen
caracteristicas de membrana, miRNA y otras moléculas que reducen la capacidad de
EPC para regenerarse y participar en las vias de sefializacion implicadas en la
apoptosis y el estrés oxidativo. Estos mecanismos especificos pueden constituir
objetivos terapéuticos en pacientes con ERC y ayudar a disefiar nuevas técnicas de

didlisis que ayuden a eliminarlas.
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Conclusiones

Capitulo I:

1.1 En los pacientes con ERC se produce un aumento de MVE CD31+Anexina
V+, que es mayor en los que estdn diagnosticados de CV, lo cual puede ser relevante

en la progresion de la patologia vascular en estos pacientes

1.2 El aumento en las MVE CD31+Anexina V+ en pacientes con ERC, se
asocia con una disminucion en el nimero de EPC, lo que sugiere un desequilibrio
entre los procesos de dafio y reparacion endotelial en pacientes con ERC,

principalmente aquellos con CV.

1.3. En modelos in vitro, las MV de pacientes con ERC inducen la expresion
de osteocalcina, una molécula procalcificante, en células de musculo liso vascular,

fibroblastos y EPC.

1.4 Nuestros resultados sugieren que las EPC estimuladas con MV, pueden

participar directamente en el proceso de CV a través de la expresion de OCN.
Capitulo II:

2.1 En pacientes con ERC en hemodidlisis, hemos encontrado una asociacién
entre los niveles de MV CD31+Anexina V+ y la mortalidad. Asi mismo, hemos
observado que los pacientes con y sin DM presentan una mayor supervivencia cuando

los niveles de MV son inferiores a 264 MV/ul.

2.2 Hemos observado un aumento en el porcentaje de monocitos
proinflamatorios CD14+/CD16++ en los pacientes con ERC en hemodiélisis con DM,

comparado con los pacientes sin DM.

2.3 De igual manera se ha observado un aumento en el porcentaje de
monocitos de riesgo cardiovascular CD14++/CD16+ en pacientes ERC en

hemodiélisis con DM en relacion con los pacientes sin DM.

2.5 Asi mismo ambas subpoblaciones de monocitos se encuentran aumentadas

en pacientes con DM tipo I comparados con los pacientes que presentan DM tipo II.

24 El ratio Ang2/angl, que es un marcador temprano de disfuncién
endotelial, estd elevado en pacientes con ERC en hemodiélisis con DM. Sin embargo,

no encontramos valores que puedan predecir la mortalidad.
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2.5 Los niveles de MV, las subpoblaciones de monocitos y los factores
angiogénicos en pacientes con ERC en HD, podrian ser de utilidad en el diagndstico y

en el prondstico de la ECV frecuentemente asociada en estos pacientes
Capitulo III:

3.1 Hemos establecido un modelo in vitro de dafio endotelial inducido por
indoxil sulfato, que promueve el aumento de estrés oxidativo, apoptosis y expresion

de moléculas de adhesion endotelial en células endoteliales.

3.2 Las microvesiculas derivadas de células endoteliales estimuladas con
indoxil sulfato (ISEMV) interfieren en el proceso de reparacion endotelial, reduciendo
el nimero de unidades formadoras de colonias y la capacidad angiogénica de las

células progenitoras de endotelio.

3.3  Los efectos de ISEMV sobre las células progenitoras de endotelio estdn
mediados a través de la activacion de rutas de inflamacion, apoptosis y senescencia

endotelial.

3.4 Las ISEMV tienen un contenido de miRNAs diferente a MVE. Estas

diferencias podrian explicar en parte los efectos de las ISEMV sobre las EPC.

3.5 Ademas los miRNA como el miRNA-4454, miRNA 181a-5p y el
miRNA-126-3p podrian estar involucrados en el incremento de expresion de pS3 y en

la activacion de NFKB por inhibicion de IkB.

3.6 Todo esto pone de manifiesto que las microvesiculas son mucho mas
que un biomarcador y probablemente deben ser consideradas como diana terapéutica

para prevenir el dafio endotelial y la enfermedad vascular en la ERC.
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