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Resumen

En pacientes con insuficiencia renal cronica (IRC) existe una disfuncién endotelial que supone uno de los
mayores riesgos sobre la incidencia y prevalencia de enfermedad cardiovascular. La relacién entre
insuficiencia renal crénica y enfermedad vascular es un hecho desde hace décadas. La acumulacion de
toxinas urémicas en IRC, provoca un dafio endotelial que se ve reflejado entre otras cosas, en la
variacion, composicion y numero de microparticulas (MPs) que liberan las células del mismo. Las
microparticulas, son vesiculas de membrana que oscilan entre 100-1000 nm de tamafio que participan en
el intercambio de sefales entre distintas células. Las MPs producidas por las células endoteliales
activadas reflejan el dafio endotelial pudiéndose considerar un biomarcador del mismo. En nuestro
estudio hemos desarrollado un modelo in vitro de IRC con indoxil sulfato y p-cresol, dos de las toxinas
mas importantes en esta enfermedad, para evaluar el papel de las microparticulas endoteliales (MPEs)
como mediadores del dafio endotelial. También queremos determinar que procesos celulares pueden
verse alterados por MPEs de génesis patolégica. Los resultados obtenidos muestran que las MPEs
producidas bajo el efecto de las toxinas anteriormente mencionadas median en el dafio endotelial por
disminucion en la proliferacion y reparacion de herida y un aumento de la senescencia. Ademas también
hemos demostrado que la produccién de MPEs liberadas bajo el efecto de ambas toxinas difiere de las
producidas por las células en condiciones fisioldgicas, no s6lo en niumero, sino también en concentracion
proteica.

Palabras clave: Microparticulas endoteliales; insuficiencia renal crénica; enfermedad vascular; toxinas
urémicas; indoxil sulfato; p-cresol.

Cita: Silvia Santos Suarez, Matilde Alique Aguilar, Carlos Luna Ruiz, Rafael Ramirez Chamond (2015)
Microparticulas: mediadores del dafio endotelial en la insuficiencia renal cronica. Dianas 4(1): €20150911. ISSN
1886-8746 journal.dianas.e20150911. URI http://hdl.handle.net/10017/15181

Editores: Maria José Carmena y Alberto Domingo, Departamento de Biologia de Sistemas,
Unidad de Bioquimica y Biologia Molecular, Universidad de Alcala, Alcala de Henares, Madrid, Espafa.

Recibido: 26 de junio de 2015

Copyright: © 2015 Silvia Santos Suérez, et al. Este es un articulo open-access distribuido bajo los términos de
una licencia de Creative Commons Reconocimiento-NoComercial-SinObraDerivada 4.0 Internacional.
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/

*E-mail: silvia_santoss@hotmail.com @ LOE
o

Y HCE HD

Introduccién

Los enfermos con insuficiencia renal cronica (IRC), presentan una elevada tasa de enfermedad
cardiovascular, que representa la principal causa de morbilidad y mortalidad en este colectivo. Esta alta
incidencia, tiene lugar como consecuencia de la disfuncion endotelial causada por diferentes factores
presentes en la IRC, pero sobre todo, por las toxinas urémicas que se encuentran en continuo contacto con
el endotelio [1]. Este hecho ha llevado a proponer que la identificaciéon de biomarcadores precoces de
dafio endotelial podria ser clave para paliar la enfermedad cardiovascular (ECV) asociada a la IRC.

El dafio endotelial asociado a la IRC se ocasiona por la circulaciéon de toxinas urémicas que en
condiciones fisiologicas son eliminadas por la orina. Estas toxinas viajan en el torrente sanguineo de
manera libre o unidas a proteinas séricas [2]. Hasta la fecha se han identificado mas de 100 toxinas
urémicas, pero dos de las mas importantes son el indoxil sulfato (IS) y el p-cresol [3]. Asimismo, las
células endoteliales dafiadas liberan microparticulas (MPs) al torrente sanguineo. La cuantificacion de
estas MPs ha sido propuesta como un elemento de ayuda al diagnoéstico clinico reflejando la magnitud del
dafio endotelial [4].

El p-cresol es un producto final del catabolismo proteico producido por bacterias intestinales [5] y su
presencia en la sangre esta descrita en la enfermedad cardiovascular [6]. Esta toxina induce la inhibicién




de la proliferacion [7], incrementa la permeabilidad de la membrana plasmatica y disminuye la
angiogénesis en las células endoteliales [8].

Por otra parte, se ha demostrado que el IS tiene efecto negativo sobre la proliferacion celular y puede
estar estrechamente ligado con la aterosclerosis y la enfermedad arterial periférica en pacientes con
insuficiencia renal cronica [9].

Las vesiculas extracelulares son secretadas por los diferentes tipos celulares, diferenciandose
principalmente por su tamafio y entre las que se encuentran las MPs, exosomas y cuerpos apoptoticos. Las
MPs son pequeiias vesiculas liberadas por distintos tipos celulares, de un didmetro de 100-1000 nm [2].
Un paso crucial en la formacion de las MPs es la pérdida de asimetria de la membrana plasmatica,
exponiendo la fosfatidilserina y permitiendo su deteccion por citometria de flujo por anexina V, un
ligando que se une a la fosfatidilserina y actuando como un marcador [10]. En situaciones patologicas
pueden encontrarse gran cantidad de MPs, especialmente asociadas a inflamacion o coagulacion [11]; por
eso se puede decir que las MPs reflejan el dafo endotelial bajo estas condiciones. Por lo que su utilidad
como marcadores diagndsticos de dafio celular es una realidad hoy en dia.

Estas MPs participan en la comunicacion intercelular, forzando la apariciéon de nuevos términos para
referirnos a este tipo de comunicacion entre células. El término sugerido cuando en estas MPs se secreta
un receptor activo que puede transferirse hasta su célula diana se conoce como “rececrino” [12]. Después
de esta liberacion, las MPs se unen y fusionan con su célula diana a través de interacciones entre ligando-
receptor para transferir su contenido [13, 14]. El contenido de las MPs esta constituido por factores de
crecimiento, proteinas, mRNA, microRNAs y marcadores de membrana de las células de origen [15]

Hay dos mecanismos principales por los que las MPs llevan a cabo su funciéon en la sefializacion
intercelular. En un primer lugar, pueden afectar a las propiedades celulares actuando directamente a
través de sus ligandos sobre receptores de la célula diana [6]. En un segundo lugar, median en la
sefializacion por transferencia directa de parte de su contenido o componentes a la célula receptora. Tras
esta interaccion se activan o inhiben las vias intracelulares de la célula diana o incluso el cambio en su
fenotipo [14]. Algunos tipos de MPs activan rutas de supervivencia celular por fosforilacion de ERK1/2 y
la degradacion de IkB-alfa [10] y en ocasiones, incluso tienen un efecto antagénico como el trabajo de
Soleti R. [16]. Todos estos estudios ponen de manifiesto que la respuesta generada por las MPs depende
no so6lo de su concentracion, sino también de la via de estimulacion y del estado de activacion de la célula
de origen. De este modo las MPs desempefian un papel importante tanto en condiciones fisiologicas como
patologicas presentando propiedades diferentes dependiendo del contexto en las que son liberadas, por lo
que la comunicacion intercelular en la que estan involucradas podria verse alterada por el ambiente que
les rodea [13]. Por lo que evaluar el papel que tienen las MPs liberadas por las células en condiciones
patologicas abre nuevas posibilidades terapéuticas convirtiéndolas en potenciales marcadores de
diagndstico.

En este estudio hemos planteado como hipotesis que las toxinas urémicas condicionan de forma
cuantitativa y/o cualitativa la produccion de MPEs, y en consecuencia, hemos realizado un estudio in
vitro para valorar la produccion de MPs inducida por las toxinas urémicas IS y p-cresol en las células
endoteliales (HUVEC), caracterizando diferentes procesos celulares como proliferacion, reparacion
deherida y senescencia celular.

Materiales y métodos
Cultivo celular

HUVEC (Human Umbilical Vein Endothelial Cell), se utilizd como modelo de endotelio humano. Se
cultivé a 37 ° C, 5% de CO2 en medio EBM (Lonza), junto con los suplementos de crecimiento celular
(EGM, Lonza) y 10% de suero bovino fetal (FBS).

Antes de realizar los experimentos, las células fueron deprivadas de FBS con el fin de que todas las
células se encuentren en el mismo estado de quiescencia. Para la realizacion de los experimentos
unicamente se utilizan pases celulares comprendidos entre 2-8.

Obtencién y aislamiento de MPs

Células HUVEC fueron tratadas con una concentracion de 5 pg/ml de IS (Sigma Aldrich) y 250 pg/ml de
p-cresol (Sigma Aldrich). Tras 24 horas de incubacion con estas toxinas se recogio el sobrenadante. El
sobrenadante fue centrifugado a 14000 rpm durante 15 minutos a 4°C para obtener las MPs. Las MPs
fueron lavadas dos veces con PBS y resuspendidas en un volumen conocido de PBS conservandose a 4°C
hasta su uso.

Caracterizacién y cuantificacion de MPs

Se toman 5 ul de las MPs aisladas previamente, se afiaden 5 pl anexinaV (FITC Annexin V, BD
Pharmingen), en Annexin V Binding Buffer 1x (BD Pharmingen). Se incub6 20 minutos a temperatura



ambiente en oscuridad, y se procedid a la caracterizacion mediante citometria de flujo (Citdmetro BD
Accuri™ C6), separando las microparticulas endoteliales (MPEs) de debris por sus marcadores
especificos (CD31+/Annexin V+) y por su tamafio y complejidad (Log FSC-H vs Log SSC-H), utilizando
como referencia microesferas fluorescentes de 1um de diametro (Flow—Count Fluorospheres, Beckman
Coulter).

Cuantificacion de proteinas por método BCA

BCA Protein Assay (Thermo Scientific) fue utilizado para determinar la concentraciéon proteica. Las
muestras se incubaron en placa de 96 pocillos con 200 pl de BCA durante 30° a 37°C y en oscuridad, la
lectura se realizé a 562 nm.

Western Blot.

Las células se siembran en placas p60 (250.000 células/placa) y se tratan durante 5, 10, 20, 30 y 60
minutos para determinar la activacion de ERK y durante 8, 24 y 48 para determinar la expresion de
ciclina D1. La concentracion de tratamiento fue de 1000 MPEs/ml. Después se extraen las proteinas
celulares con tampon de lisis (CytoBuster, Millipore), el cuél se prepard con inhibidores de proteasas y
fosfatasas (ROCHE). Mediante el método BCA Protein Assay se determiné la cantidad total de proteina
existente en el sobrenadante de la lisis celular. Se tom6 20 pg cada muestra para su separacion en un gel
al 10% SDS-PAGE, se transfieren a membranas de nitrocelulosa de 0,2 pm (BIORAD) durante 30
minutos, se bloquean con una solucion al 5% de leche en TTBS 1X, durante 1h a temperatura ambiente, ¢
incuban con el anticuerpo primario p-ERK 1/2 (anticuerpo monoclonal de raton, sc-7383, SCBT) dilucion
1:1000 o anticiclina D1 (anticuerpo monoclonal de conejo, RM-9104-SO, Thermo Scientific) dilucion
1:1000 durante toda la noche a 4°C. Las membranas se lavaron con TTBS 1x y posteriormente fueron
incubadas con el anticuerpo secundario para ERK (anticuerpo de anti-ratdn) y para ciclina D1(anticuerpo
de anti-conejo) durante 1h a temperatura ambiente. Finalmente las bandas se detectan con las peliculas de
revelado por quimioluminiscencia (ECL; Luminata Crecendo Western HRP substrate, Millipore). La
cuantificacion de la intensidad de banda se determina utilizando el software Imagel.

El control de carga utilizado para ciclina D1 fue B-actina (sc-47778, SCBT) y para p-ERK fue ERK 2
total (sc-142, SCBT).

Ensayo de migracion

Se realiz6 una herida sobre la monocapa de células con una punta de pipeta amarilla. Posteriormente se
retird el medio para eliminar con ¢él los restos celulares generados y las células no adheridas. Se afiadi6 el

nuevo medio con sus respectivos tratamientos. istiSe realizaron fotografias a tiempo de 0, 2, 4, 6, 8, y 24h
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Para el andlisis de este ensayo fue necesario la utilizacion del software Optika Vision Pro. Mediante este
programa se toman medidas del ancho de la herida a los tiempos mencionados, siendo fundamentales para
el analisis los valores a tiempo 0 y a las 24h. Estos dos valores permiten valorar el porcentaje de cierre de
la herida.

Ensayo de angiogénesis en Matrigel

Se utilizé el sustrato Matrigel (Corning), matriz tridimensional sobre la cual las células endoteliales
forman vasos. Se pipeted 10 pl del sustrato de Matrigel en cada uno de los 15 pocillos que componian una
placa especial para ensayos de angiogénesis (u-Slide Angiogenesis, IBIDI). Para permitir la
polimerizacion se incubd a 37° C y a 5% de CO2 durante 30 minutos.

Se sembré un total de 5000 células por pocillo en un volumen total de 50 pl incluyendo nuestro
tratamiento. Se dejd incubar y se realizaron fotos a diferentes tiempos para su posterior cuantificacion. Se
realizaron los experimentos por triplicado en cada tratamiento.

Para el analisis fue necesario establecer distintos controles. Se establecié un control (células sin tratar) y
un control positivo (FBS) los cuales inducen la formacion de vasos. El software que se utilizé para el
analisis fue Image J.

Ensayo citoquimico de senescencia por tincién de B-galactosidasa

Se utilizo un kit de senescencia (Senescence detection kit, MBL). Las células fueron sembradas en placa
de 12 pocillos y tratadas durante 24 horas. Posteriormente las células fueron fijadas con la solucion de
fijacion (1x) durante 10-15 a temperatura ambiente, se lavd dos veces con 1 ml de PBS (1x) y se anadio
la solucién de tincion preparada con X-gal a 20x disuelta en DMSO, a cada pocillo. Se dejo incubar
durante 24 horas a 370C y a una atmosfera de 5% de CO2. Se realizé fotografias utilizando una camara
acoplada a un microscopio analizando 10 fotos por pocillo.



Unién de MPEs a la célula endotelial

HUVEC se sembro en placas de 6 pocillos, fueron deprivadas de suero durante la noche y se incubaron
con MPEs durante 8 horas. Las MPEs fueron tefiidas con celltraker (Invitrogen), se incuban 2 horas en
oscuridad y a 37°C. Tras la incubacion fueron lavadas dos veces con PBS estéril, se resuspenden en PBS
y se afiadieron al cultivo celular. HUVEC se fij6 con paraformaldehido al 2% y PBS durante 10’ a
temperatura a ambiente. Tras este tiempo se le afade 0,1% de tritobn y PBS durante 10’ a temperatura
ambiente. Se bloquea con 3% de BSA y PBS, durante 30’ a temperatura ambiente. Se afiade el anticuerpo
primario, la faloidina, que es un marcador de citoesqueleto, que se incub6 2 horas a 37°C. Se lavaron tres
veces con PBS y se incubaron durante 1 hora a 37°C con el anticuerpo secundario, se lavdé nuevamente
tres veces con PBS. Los nucleos fueron tefiidos con DAPI. Se realizaron fotos al microscopio confocal
(Leica TSC SP5)

Analisis de imagen

Las fotos de los ensayos de angiogénesis y de herida fueron realizados mediante el software Optika
Vision Pro y analizadas mediante el programa de analisis de imagen Image J, al igual que los Western
Blot.

Analisis estadistico

El andlisis estadistico de los resultados se llevo a cabo utilizando el programa informatico GraphPad
Prism 5. Todos los experimentos se repitieron al menos dos veces. Todos los datos se encuentran
representados como media + error estandar de la media. Para comparaciones multiples se utilizé la
ANOVA, aunque de manera general se ha utilizado el test de Bonferroni. Las diferencias se consideraron
estadisticamente significativas a P <0,05.

Resultados

Incremento en la produccion de MPEs y en su contenido proteico por
células endoteliales (HUVEC) tratadas con p-cresol e IS

HUVEc fue tratada con p-cresol e IS para generar MPEs in vitro. Las MPEs fueron cuantificadas por
citometria de flujo a las 24 horas de tratamiento, contando eventos positivos para anexina V de cultivos
celulares sin tratamiento, con p-cresol e IS (Figura 1A). Se observé un incremento en el nimero de MPEs
producidas y liberadas cuando tratamos a nuestras células con IS (¥*P< 0,05), pero hay un incremento
mucho mayor en el caso del p-cresol (**P< 0,001).

Ademas se determind la concentracion de proteinas de las MPEs bajo estas tres condiciones y los
resultados fueron expresados en relacion a la concentracion proteica de 5 x10° MPEs (Figura 1B). En este
caso se observa una tendencia al alza de la expresion proteica que se corresponde con el incremento de la
produccion de MPs en los tratamientos con las toxinas urémicas

Por ultimo, se llevo a cabo una tincion para evaluar como las MPEs usadas en los tratamientos (en rojo)
se integran dentro de la célula endotelial (citoesqueleto en verde) tras 8 horas de tratamiento. En la Figura
1C, se observa la incorporacion de MPEs a HUVEC a las 8 horas.
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Figura 1A: Cuantificacién de ventos Anexina V positovos/ml (n=4, por triplicados), Figura 1B: Cantidad de
proteinas por 5x103 MPEs (n=2, por duplicados). Figura 1C: Fotografia al microscopio confocal a las 8 horas
tras, tratamiento con. MPEs. Los nucleos se encuentran teflidos en azul, las MPEs en rojo y el citoesqueleto en
verde.



Microparticulas y dafio endotelial

Ensayo de migracion celular

En este ensayo las MPEs sin tratamiento producen el cierre completo de la herida (100%), mientras que
al utilizar MPEs producidas en condiciones patoldogicas, se produce una disminucion en la capacidad para
cerrar la herida a las 24 horas. Las MPEs obtenidas al tratar las células con IS, el porcentaje de cierre es
de 63,43% (*P<0,05), mientras que en el tratamiento con MPEs obtenidas al tratar las células con p-
cresol, el porcentaje de cierre es de 52,69% (**P<0,001). De modo que existe un cierre incompleto al
utilizar MPEs patolédgicas. Estos datos se encuentran representados en la Figura 2A.

También se representd la progresion en el tiempo del cierre de la herida, donde se observé que en el caso
de MPEs control el cierre se produce mucho mas rdpido que en el resto de condiciones. Ademas, con las
MPE:s obtenidas tras estimular las células con p-cresol el cierre de herida se estabiliza aproximadamente a
las 6 horas (Figura 2B)

En la Figura 2C se muestra el ancho de la herida a tiempo 0 y a las 24 horas.
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Figura 2A: Porcentaje de cierre de la herida (n=3, por triplicados), Figura 2B: Velocidad de cierre de la herida
(n=3, por triplicados). Figura 2C: Fotografias del ancho de la herida a tiempos 0 y 24 horas.

El tratamiento con MPEs liberadas tras la estimulacién con IS y p-cresol
aumentan la senescencia en células endoteliales

Se observd un incremento de células senescentes al emplear MPEs procedentes de células tratadas con IS
y p-cresol siendo significativa en el caso de MPEs p-cresol (¥**P<0,05). La Figura 3A muestra la relacion
de células senescentes entre el total de células.
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Figura 3A: Relacion de células senescentes entre el total de células (n=3, por triplicados). Figura 3B: Fotografia
con células tefiidas por la accion de la -galactosidasa a las 24 horas.
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Disminucién en la expresion de ciclina D1 en células endoteliales (HUVEC) al
tratar con MPEs liberadas al estimular células HUVEC con IS y p-cresol

Se determind la expresion de ciclina D1, se trata de una proteina involucrada en la progresion del ciclo
celular. La expresion de ciclina D1 se ve aumentada cuando la célula estd proliferando. Los datos
obtenidos muestran un descenso en la expresion de ciclina D1, mas patente a tiempos largos (24 y 48h)
frente a tiempos cortos (8h), al emplear MPEs liberadas tras la estimulacion con IS frente a MPEs sin
tratar, la expresion disminuye de una manera mas drastica al emplear MPEs de HUVEC tratadas con p-
cresol.
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Figura 4: Representacion niveles de expresion de ciclina D1 a tiempos 8, 24 y 48h (n=1)
Disminucién en la fosforilacion de ERK en células endoteliales (HUVEC).

Se determind la fosforilacion de ERK a distintos tiempos para determinar la activacion celular. La
fosforilacion de ERK disminuye al emplear MPEs liberadas tras la estimulacion con IS y p-cresol, lo que
sugiere que disminuye la activacion de rutas de supervivencia. Se observo una disminuciéon mas marcada
en la fosforilacion de ERK al emplear MPEs tras la estimulacion de HUVEC con p-cresol, en relacion
con las MPEs liberadas tras la estimulacion de HUVEC con IS. Los resultados se encuentran
representados en la Figura 5.
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Figura 5: Representacion niveles de fosforilacion de ERK a tiempos 5, 10, 20, 30 y 60° (n=1)

El tratamiento con MPEs liberadas tras la estimulacién con IS y p-cresol no presentan
efecto significativo sobre la produccion de vasos en células endoteliales



En el ensayo de angiogénesis se analizo tanto el nimero de nodos formados a las 7h, como la longitud de
los vasos. Los resultados obtenidos no fueron significativos, pero en la formacion de nodos parece que
hay una tendencia a la disminuciéon de la angiogénesis, que no va acompafiada con la longitud de los
vasos, ya que se encuentran invariables en todas las condiciones. Los resultados fueron representados en
la Figura 6A y 6B.
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Figura 6A: Numero de nodos a las 7 horas del tratamiento (n=2, por triplicados). Figura 6B: Longitud de los
vasos a las 7 horas del tratamiento (n=2, por triplicados)
Discusion

En pacientes con IRC, el endotelio vascular se encuentra en contacto continuo con toxinas urémicas que
circulan en la sangre. Estas toxinas podrian actuar directamente sobre las células endoteliales induciendo
liberacion de MPEs. De este modo, nuestro estudio fue disefiado para esclarecer los efectos de ambas
toxinas urémicas: IS y p-cresol sobre la liberacion de MPEs y el efecto de éstas sobre HUVEC, evaluando
determinados parametros caracteristicos de un endotelio disfuncional, como son proliferacion celular y
migracion, aumento de MPEs secretadas y caracteristicas asociadas a senescencia celular.

Diferentes estudios sugieren que los efectos patoldgicos de las MPEs se deben a diferencias cualitativas.
Al-Nedawi (2009) que sugiere que las propiedades y contenido de las MPEs generadas en contextos
diferentes pueden variar mucho y que ademas, el contenido de las MPEs depende de la célula origen y de
la via por la que se generen [12]. En nuestro estudio hemos demostrado que la cantidad proteica que
vehiculizan es mayor en condiciones patoldgicas.

Junto al incremento de proteinas, en nuestro estudio observamos que existe un aumento de MPEs
producidas al emplear ambas toxinas urémicas. Hay un incremento significativo de MPEs al emplear IS
como estimulo de HUVEC y mayor con p-cresol con respecto al control. Estos resultados confirman
estudios previos que demuestran que un aumento de MPEs puede considerarse un biomarcador que refleje
el dafio endotelial. Es mas, en estos estudios se sugirio que este aumento en el nimero de MPEs liberadas
en condiciones patoldgicas pueden ser responsable del dafio endotelial observado en la insuficiencia renal
cronica.

En los ensayos de cierre de herida se observd una disminucion significativa en el porcentaje de cierre de
la herida de células tratadas MPEs liberadas tras el tratamiento con IS y en mayor medida con p-cresol.
Estos datos demuestran que el dafio endotelial inducido por las MPEs liberadas en condiciones
fisiologicas se refleja en una incapacidad para reparar y regenerar el endotelio vascular promoviendo el
inicio y desarrollo de la enfermedad cardiovascular.

Los cambios funcionales asociados con la senescencia celular se piensa que contribuyen al
envejecimiento humano y a desordenes cardiovasculares relacionados con la edad [18]. La senescencia
celular se considera el primer estadio en el dafio endotelial como consecuencia de la IRC, por eso otra
parte de nuestro estudio consistio en evaluar la senescencia celular inducida por MPEs liberadas al tratar
HUVEC con IS y p-cresol. Los resultados obtenidos demuestran que existe un aumento de la senescencia
cuando utilizamos las MPEs anteriormente mencionadas.

Ha sido descrito que la célula senescente pierde su actividad proliferativa. Una de las caracteristicas
asociadas a la proliferacion, es la expresion de ciclina D1, proteina que permite la progresion del ciclo
celular de fase G1 a fase S. Se realizé un Western-Blot para determinar la expresion de ciclina D1, en el
que se observd cambios en su expresion. Nuestros estudios sugieren que la expresion de ciclina D1
disminuye al emplear MPEs liberadas por HUVEC tras la estimulacion con IS y p-cresol. Ademas,
también se observd disminucion de los niveles de expresion a las 24 y 48 horas, en relacion a los niveles
de expresion obtenidos a las 8 horas. Asimismo, la senescencia podria estar mediada en parte por MAPK,



en concreto ERK, observando el cese de la actividad proliferativa y en consecuencia la disminucion en la
fosforilaicon de ERK, [18]. Nuestros resultados sugieren que disminuye la fosforilacion de ERK al
emplear MPEs liberadas por HUVEC tras la estimulacion con MPEs con IS y p-cresol, lo que confirmaria
el resto de ensayos. En el estudio de Yang C. (2012), también se observd una disminucion en la
fosforilaciéon de ERK asociada a senescencia. [17].

Por tltimo, en hecho de que las MPEs inhibieran la actividad angiogénica en las células HUVEC
confirma que un nimero elevado de MPEs inducidas por toxinas urémicas provoca senescencia endotelial
y como consecuencia se inhibe la angiogénesis vascular, migracion y reparacion. Todo esto pone de
manifiesto que las MPEs son mucho més que un biomarcador y probablemente deben ser consideradas
como una diana terapéutica para prevenir el dafio endotelial y la enfermedad vascular en la IRC.
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