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RESUMEN

La enfermedad renal crénica (ERC) tiene una alta incidencia mundial y una tendencia ascen-
dente que afecta principalmente a personas de edad avanzada. Cuando la ERC estd muy
avanzada se requiere el uso de terapias renales sustitutivas para prolongar la vida (diali-
sis o trasplante renal) y, pese a que la didlisis mejora muchas complicaciones de la ERC, la
enfermedad no revierte de manera completa. Estos pacientes presentan un aumento del
estrés oxidativo, inflamacién crénica y aumento de la liberacién de vesiculas extracelulares
(VE), que provocan dafio endotelial y el desarrollo de distintas enfermedades cardiovascu-
lares (ECV). De hecho, los pacientes con ERC desarrollan de forma prematura enfermedades
asociadas a una edad avanzada, como es el caso de las ECV. Las VE desempenan un papel
muy importante en el desarrollo de ECV en pacientes con ERC, ya que su nimero aumenta
en el plasma y su contenido se modifica. Las VE de pacientes con ERC generan disfuncién
endotelial, senescencia y calcificacién vascular. Ademas, los miRNA libres o transportados
en las VE junto a otros componentes vehiculados en estas VE promueven disfuncién endo-
telial, eventos trombéticos y calcificacién vascular en los pacientes con ERC, entre otros
efectos. En esta revisioén se describen los factores clasicos y el papel de nuevos mecanismos
que intervienen en el desarrollo de la ECV asociada a la ERC, con especial hincapié en el
papel de las VE en el desarrollo de enfermedades cardiovasculares en un contexto de ERC.
Ademds, se expone el papel de las VE como herramienta diagnéstica y como diana terapéu-
tica, actuando sobre su liberacién o contenido para intentar evitar el desarrollo de ECV en

enfermos renales crénicos.
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New mechanisms involved in the development of cardiovascular disease
in chronic kidney disease
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Chronic kidney disease (CKD) is a pathology with a high worldwide incidence and an upward
trend affecting the elderly. When CKD is very advanced, the use of renal replacement
therapies is required to prolong its life (dialysis or kidney transplantation). Although dialy-
sis improves many complications of CKD, the disease does not reverse completely. These
patients present an increase in oxidative stress, chronic inflammation and the release of
extracellular vesicles (EVs), which cause endothelial damage and the development of dif-
ferent cardiovascular diseases (CVD). CKD patients develop premature diseases associated
with advanced age, such as CVD. EVs play an essential role in developing CVD in patients
with CKD since their number increases in plasma and their content is modified. The EVs
of patients with CKD cause endothelial dysfunction, senescence and vascular calcification.
In addition, miRNAs free or transported in EVs together with other components carried in
these EVs promote endothelial dysfunction, thrombotic and vascular calcification in CKD,
among other effects. This review describes the classic factors and focuses on the role of
new mechanisms involved in the development of CVD associated with CKD, emphasizing
the role of EVs in the development of cardiovascular pathologies in the context of CKD.
Moreover, the review summarized the EVs’ role as diagnostic and therapeutic tools, acting

on EV release or content to avoid the development of CVD in CKD patients.
© 2022 Sociedad Espafiola de Nefrologia. Published by Elsevier Espaila, S.L.U. This is an
open access article under the CC BY-NC-ND license (http://creativecommons.org/licenses/

by-nc-nd/4.0/).

Introduccién

La enfermedad renal crénica (ERC) se considera un problema
de salud publica ya, que afecta aproximadamente a 850 millo-
nes de personas en el mundo, y es responsable de unos 2,4
millones de muertes anuales; de hecho, en paises desarro-
llados, alrededor del 11% de la poblacién desarrolla ERC'. En
Espana, hay cerca de 7 millones de personas afectadas, con un
notable crecimiento (en torno al 4-5% cada afno) en la dltima
década’”. Este incremento parece estar relacionado con dife-
rentes causas, entre las que destaca el envejecimiento de la
poblacién. Hoy en dia alrededor del 7% de la poblacién mundial
tiene mds de 65 anos y este porcentaje es alrededor del 15% en
paises desarrollados. Concretamente en Espana, alrededor del
35% de la poblacién tiene més de 75 afios*. Otra posible causa
es el aumento de la prevalencia de otros factores de riesgo
importantes como son la obesidad, la hipertensién arterial, el
tabaquismo o la diabetes mellitus. Esta ultima enfermedad es
la causa mas frecuente de ERC: causd el 26,54% de los nuevos
casos de ERC® en Espafia en el afio 2020 (fig. 1) y la mortalidad
por ERC en el mundo es del 44,7%°.

Eldeterioro de la funcién renal en pacientes con ERC sucede
de manera progresiva y silenciosa. Es frecuente que los sin-
tomas de ERC no aparezcan hasta que la enfermedad esta
muy avanzada (enfermedad renal crénica avanzada), incluso
hasta poco antes de que los pacientes requieran tratamiento
renal sustitutivo®. El tratamiento renal sustitutivo mediante
didlisis ayuda a prolongar la vida de muchos pacientes en
etapa terminal, aunque también puede complicar su estado
clinico, al empeorar la funcionalidad cardiovascular’-. Exis-
ten 2 modalidades de dialisis: la hemodidlisis (HD) y la dialisis

peritoneal. Ambas técnicas consiguen eliminar parte de las
toxinas urémicas acumuladas en la sangre. La terapia idénea
para resolver la enfermedad es el trasplante renal, aunque
para ello se debe encontrar un rinén de un donante compati-
ble, lo cual puede llevar meses o incluso afios, y, aun asi, no
es una solucién definitiva. Un porcentaje importante de los
pacientes quedan con un cierto grado de insuficiencia renal
crénica y la vida media de un trasplante de rindn esta por
debajo de los 20 anos’ (fig. 1).

En los pacientes con ERC es comun observar distintas
comorbilidades, especialmente enfermedades cardiovascula-
res (ECV), que son las que constituyen la principal causa de
mortalidad’®. El incremento de la mortalidad por ECV ocurre
desde los primeros estadios de la ERC'® desencadenado por
el dafio endotelial generado por ella'’ (fig. 1). Controlar las
diferentes comorbilidades y los factores de riesgo que pueden
acelerar la disminucién de la funcién renal es esencial para
frenar el desarrollo de la enfermedad, al igual que su deteccién
precoz, que hoy en dia sigue siendo un reto®.

El alto riesgo de desarrollar ECV en pacientes urémicos
por ERC hace necesarios la identificacién de nuevos biomar-
cadores para la prediccién y diagnéstico de complicaciones
cardiovasculares y el desarrollo de nuevas terapias para el tra-
tamiento de estas enfermedades’?. En los tltimos afos se han
identificado diferentes elementos y mecanismos que pueden
estar implicados en el desarrollo de 1a ERC 0 ECV de forma pre-
coz, entre los que destacan las vesiculas extracelulares (VE),
los microRNA (miRNA) o el recuento de ciertas poblaciones
inmunitarias'’.

El objetivo de este trabajo es revisar el estado del cono-
cimiento de los mecanismos que determinan la aparicién
de ECV en los pacientes con ERC. Se analizardn aspectos
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Figura 1 - Enfermedad renal crénica, enfermedades asociadas y terapias. La ERC es producida por enfermedades como
diabetes mellitus, poliquistosis o hipertension arterial, entre otras. Como consecuencia de la ERC se producen enfermedades
relacionadas con el dafio vascular y la ECV, que estin mediadas por distintos factores. En la parte inferior se muestran las

principales modalidades de tratamiento en pacientes con ERC.

implicados en el envejecimiento acelerado de los pacientes
con ERC y, en particular, en el desarrollo del dano vascular,
incluyendo el papel de las VE como un importante efector aso-
ciado al desarrollo de enfermedades complejas en la ERC. La
identificacién precoz de biomarcadores implicados en estos
procesos es de enorme interés para hallar nuevas dianas tera-
péuticas y para prevenir o evitar el desarrollo de la ERC y la
ECV asociada.

El desarrollo de la enfermedad cardiovascular
en pacientes con enfermedad renal crénica

Existen numerosas conexiones entre la ERC y ECV, de hecho,
comparten factores de riesgo como la hipertensién arterial,
presente en la mayoria de los enfermos renales, la diabetes
mellitus y la dislipidemia®, lo que sugiere que el desarrollo de
la ECV asociado a ERC tiene un origen multifactorial.

La pérdida de la funcién renal induce alteraciones metab6-
licas y bioquimicas. Una de las alteraciones més importantes
es la acumulacién de toxinas urémicas que, al unirse con

proteinas, no se pueden eliminar en los tratamientos de diéli-
sis debido a su elevado peso molecular y van a desencadenar
ECV'3. Ademas, estas toxinas van a producir lesiones vas-
culares, como fibrosis de la tinica intima, arteriosclerosis
hiperplasica (relacionada con la hipertension arterial), la for-
macién de placa aterosclerdtica y calcificacién vascular de
la tUnica media. Estas 2 ultimas manifestaciones se asocian
a una mayor morbimortalidad en pacientes con ERC'*. Ade-
mas, la acumulacién de toxinas urémicas en pacientes con
ERC causa disfuncién endotelial: aumento de la permeabilidad
vascular por pérdida de las uniones célula-célula, un incre-
mento del estrés oxidativo y activacién de diversas rutas de
sefializacién proinflamatorias y protrombéticas™

La didlisis también puede contribuir a la aparicién de
ECV debido al uso de liquidos de didlisis, inmunosupresores,
anticoagulantes. . ., entre otros'®. Estas terapias estén asocia-
das con un aumento del estrés oxidativo y la inflamacién
sistémica que, mantenidos en el tiempo, alteran la respuesta
inmune en los pacientes renales. Asimismo, en este tipo de
pacientes se produce activacién plaquetaria, de la cascada del
complemento y del sistema inmune. Todos estos factores van
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Figura 2 - Dafio vascular. El estrés oxidativo y la inflamacién, entre otros factores, generan un deterioro endotelial que
conlleva: aumento de la capacidad de adhesién que provoca trombosis, aumento de la liberacién de VE y mayor
extravasacion leucocitaria, lo que favorece el desarrollo de enfermedades cardiovasculares. Figura elaborada con Biorender.

a afectar al endotelio y derivan en un dafio de la vasculatura,
paso previo y desencadenante de multiples enfermedades
vasculares asociadas a pacientes con ERC'.

Dailio endotelial asociado a la enfermedad renal crénica

El endotelio es algo més que una simple barrera entre el
torrente sanguineo y la pared vascular: es un elemento activo
que participa en una gran cantidad de procesos, entre ellos,
la regulacién del tono vascular, el crecimiento y migracién de
la fibra muscular lisa subyacente y el mantenimiento de la
estructura vascular'®. En condiciones fisiolégicas, las células
endoteliales presentan una superficie antiadherente y anti-
coagulante, pero en respuesta a un dano, las moléculas que
se expresan en su superficie pueden verse modificadas y, con
ello, puede aumentar la capacidad de adhesién celular. Las
plaquetas se unen a la superficie danada, lo que supone el ini-
cio del proceso de coagulacién, con el consiguiente desarrollo
de inflamacién y trombosis, propiciando la aparicién de acci-
dentes cardiovasculares. Por tanto, el dano endotelial puede ser
el evento inicial que desencadene la aparicién de diferentes
enfermedades cardiovasculares'” (fig. 2).

Existen diferentes mecanismos que participan en la
degeneracién y deterioro del endotelio. A continuacién, se des-
criben los més destacados en los pacientes con ERC.

Estrés oxidativo
El estrés oxidativo se define como la acumulacién de molécu-
las oxidantes, principalmente especies reactivas de oxigeno

(ROS), bien por el aumento de su produccién o por una dis-
minucién de los mecanismos antioxidantes del organismo.
Las ROS presentan una gran capacidad oxidante, por lo que
pueden alterar diferentes moléculas (proteinas, lipidos, aci-
dos nucleicos. ..) de las células y generar dafio en ellas'®?°.
En fases tempranas de la ERC se han observado altos niveles
de estrés oxidativo y su correlacién con la progresién de la
enfermedad?'??. Ademaés, los pacientes con ERC acumulan en
su torrente sanguineo toxinas urémicas, entre las que desta-
can el IS (indoxil sulfato), malondialdehido y dimetilarginina
asimétrica, que empeoran la situacién de estrés oxidativo?®.

En general, el estrés oxidativo puede producirse por diver-
sas causas (fig. 3). Los pacientes con ERC, principalmente
aquellos con nefropatia diabética, presentan una disfuncién
mitocondrial que supone un aumento de la produccién de
ROS. En modelos animales y estudios in vitro se ha observado
un aumento de la actividad de la enzima NADH oxidasa 4 en
presencia de IS, lo que también supone un incremento en la
produccién de ROS?.

Las ROS también alteran estructuras celulares y vias meta-
bélicas. Uno de los marcadores usados para medir el estrés
oxidativo son los llamados AGE (advanced glycation end products
o productos finales de glicacién avanzada). Los AGE se unen a
sus receptores RAGE (receptor system for AGE) y senalizan por
la via de las MAP cinasas (MAPK). La activacién de las MAPK
permite la internalizacién en el ntucleo de la subunidad p65
del NF-«B (nuclear factor kappa B) y, como consecuencia final,
el aumento de la liberacién de citocinas y enzimas proinfla-
matorias, asi como el aumento de la expresién de moléculas
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Figura 3 - Principales causas del estrés oxidativo en pacientes con ERC. El estrés oxidativo tiene como consecuencia la
generacién de dafio a nivel genémico y la activacién de vias proinflamatorias.

NOX4: enzima NADH oxidasa 4.

de adhesién?®. Al mismo tiempo, las células inmunitarias
proinflamatorias, como estan activas, liberan componentes
oxidantes, porlo que se genera un circulo vicioso que amplifica
el dafio oxidativo?>.

El aumento del estrés oxidativo dafia el ADN. En concreto,
la guanina puede oxidarse y transformarse en 8-hidroxi-2’-
desoxiguanosina (8-OH-dG), otro marcador usado para medir
el estrés oxidativo®®. Este cambio de bases genera dafio celu-
lar y se ha asociado con multiples enfermedades crénicas y
degenerativas, entre ellas, la ERC y los carcinomas?’. Ademas,
existen numerosos factores que incrementan de forma gra-
dual en la ERC y muestran el declive de la funcién renal, por lo
que se consideran como los causantes del aumento del estrés
oxidativo (tabla 1).

La hiperfosfatemia, presente en muchos pacientes con ERC,
también tiene un papel importante en el deterioro vascu-
lar y estd relacionada con el estrés oxidativo. Experimentos
realizados in vitro con células endoteliales mostraron que
las altas concentraciones de fosfato generaban un aumento
del estrés oxidativo y una reduccién del 6xido nitrico (NO).
En condiciones patoldgicas tiene lugar un descenso en la
sintesis de NO como consecuencia de la inhibicién de la
fosforilacién de la enzima o6xido nitrico sintasa endote-
lial (eNOS)3%. E1 NO es liberado por las células endoteliales
para su relajacién en condiciones fisiolégicas y asi evitar
la rigidez de las arterias, por lo que un descenso de su

produccién favorece el deterioro endotelial. Estos resultados
se han visto corroborados por experimentos realizados en
ratones, tanto sanos como con ERC: las dietas altas en fos-
fato promueven la inflamacién y la disfuncién endotelial,
ademas de una pérdida de permeabilidad entre las células
endoteliales®.

Numerosos estudios muestran como el estrés oxida-
tivo se encuentra relacionado directamente con factores
proinflamatorios®*-3%. Los pacientes en HD pueden presentar
un incremento de hasta 30 o 40 veces de la concentraciéon
fisiolégica de acetato tras la sesién de didlisis, ya que es el
acido mas frecuente utilizado en los liquidos de didlisis. Este
aumento del acetato en sangre esta asociado con un aumento
en el estrés oxidativo y también con el incremento de algunas
citocinas proinflamatorias, como las interleucinas 1y 6 (IL-1 e
IL-6) y con la sintesis de NO3¢-38- Si, adem4s, hay una alta con-
centracién de magnesio en el liquido de dialisis (1,25 o 2mM),
se incrementa la produccién in vitro de ROS y malondialdehido,
aunque este incremento de magnesio se ha visto que protege
contra el aumento de estrés oxidativo cuando en lugar de uti-
lizarse acetato se usa citrato, como en los liquidos de diélisis
(citrato solo o con una mezcla de citrato y pequena cantidad
de acetato)'®. El aumento de la concentracién de glutatién oxi-
dado como resultado de la HD hace que la técnica de didlisis
se considere un factor de riesgo asociado a un incremento del
estrés oxidativo®.



68 NEFROLOGIA 2023;43(1):63-80

Tabla 1 - Estrés oxidativo asociado a la ERC

Parametro Resultado Pacientes Muestra Referencia

GSH

GSSG

Actividad GSH-Px

Actividad GSSG-Red

Actividad GSH-Px

Actividad GSSG-Rd

Actividad SOD
MDA

Actividad GSH-Px
AOPP

AGE-pentésida
PCR

Tioles
Carbonilos
F2-Isoprotanos
IL-6

ROS

Actividad NADPH
oxidasa
AOPP

Vitamina C

Zinc

Actividad SOD
Actividad XO
MDA

| en pacientes con FRC
moderado o grave en preD

| en HD comparado con CS y
FRC grave

41 en todos los preD comparado
con CS

1 en todos los preD con CS

| en HD que en pacientes con
ERC severa en preD

| gradualmente segiin avanza
el fallo renal en preD

| en HD y CAPD

1 en pacientes HD y en CAPD
comparado con CS y pacientes
con FRC grave en preD

| en pacientes en HD

1 en pacientes con ERC
comparado con CS, pero se
mantienen una vez que se
desencadena la enfermedad

| segun progresa el dafio renal
41 en pacientes con ERC
moderada y avanzada

1 segln progresa el dafio renal
1 en pacientes con ERC

| en pacientes con ERC
4 en pacientes con ERC
1 en pacientes con ERC
4 en pacientes con ERC
1 en pacientes con ERC

1 en pacientes con ERC
4 en HD comparado con DP

| en ERC y atin mas bajos en
pacientes en HD

| en ERC y HD comparado con
los CS

| en pacientes en HD

1 en ERC y més aun en HD

+ en HD

31CS sC
83 pacientes con fallo renal

crénico (FRC) leve en preD

55 pacientes con FRC

moderado en preD

47 pacientes con FRC grave en

preD
18 pacientes HD
E
Plasma
I5
31Cs Plasma
73 pacientes con FRC leve
53 con FRC moderado
36 con FRC avanzado
70CS Plasma
60 pacientes con ERC
21Cs PBMNs
22 pacientes con ERC en
estadios 1y 2
1539 pacientes HD Suero
556 pacientes DP
38CsS Plasma
51 pacientes con ERC en
estadios 3,4y 5
50 pacientes HD
E

28

29

30

31

32

33

AGE: productos de glicacién avanzada; AOPP: productos proteicos de glicaciéon avanzada; CAPD: dialisis peritoneal continua ambulatoria; CS:
controles sanos; DP: didlisis peritoneal; E: eritrocitos; ERC: enfermedad renal crénica; FRC: fallo renal crénico; GSH: glutatién; GSH-Px: glutatién
peroxidasa; GSSG: glutatién disulfuro; GSSG-Red: glutatién reductasa; HD: hemodialisis; IL-6: interleucina 6; MDA: malondialdehido; PBMN:
células mononucleares de sangre periférica; PCR: proteina C reactiva; preD: predidlisis; ROS: especies reactivas del oxigeno; SC: sangre completa;
SOD: superdxido dismutasa; XO: xantina oxidasa.

Por tanto, en los pacientes con ERC, la uremia desencadena van a propiciar el desarrollo de procesos inflamatorios, de tal
un incremento del estrés oxidativo que afecta en especial a las forma que la coexistencia de la inflamacién y el estrés oxida-
células endoteliales debido a su contacto directo con la san- tivo van a desencadenar y potenciar la disfuncién endotelial
gre. A su vez, este estrés oxidativo genera alteraciones que en pacientes con ERC.
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Mediadores inflamatorios y respuesta inmune en ERC

La inflamacién desempefia un papel importante en el
aumento del riesgo de accidentes cardiovasculares en los
pacientes con ERC. Se ha descrito que los procesos inflama-
torios se desencadenan como consecuencia de factores como
la hipertensién arterial, la edad avanzada, la diabetes mellitus,
la obesidad, la hiperuricemia, la dislipidemia, el tabaquismo,
el sexo masculino y los antecedentes familiares de ECV*°.
Ademas, tanto la acumulacidén de toxinas urémicas como el
tratamiento dialitico para depurarlas promueven el desarrollo
de la inflamacién*04!,

Los pacientes con ERC presentan inflamacién crénica cau-
sada por la uremia y por las técnicas de didlisis*’. Estos
procesos inflamatorios en pacientes en didlisis son mas
frecuentes en estadios avanzados de la enfermedad. En parti-
cular, la continua irritacién del peritoneo producida durante la
dialisis peritoneal conduce a la activacién de genes relaciona-
dos con la inmunidad adaptativa y la respuesta de linfocitos
Th2*3. En el caso de la HD, el uso de membranas no biocompa-
tibles o la posible contaminacién del liquido de dilisis, entre
otros factores**, van a generar la activacién de monocitos,
que liberan citocinas proinflamatorias. No obstante, la pre-
sencia de inflamacién en pacientes en predidlisis indica que
la activacién de monocitos no es la principal causante de la
inflamacién*.

Al inicio de la ERC, los pacientes presentan una inflama-
cién sistémica de baja intensidad que, al verse prolongada en
el tiempo, genera un deterioro de la condicién general del orga-
nismo y favorece la aparicién de enfermedades secundarias,
como la ECV“3. En concreto, se observa una leve elevacién de
marcadores inflamatorios, como la proteina C reactiva, y de
algunas citocinas, como la IL-6 y el factor de necrosis tumoral
a (TNF-a)*°. Incluso se puede considerar que la proteina C reac-
tiva es un marcador de mortalidad, ya que se ha observado que
con menores niveles de esta proteina existe un menor riesgo
de mortalidad en pacientes en HD*’. Por otra parte, IL-6, IL-1y
TNF-a estan directamente relacionadas con la gravedad de la
ERC. Se ha descrito la IL-6 como marcador predictivo de arte-
riosclerosis, ya que contribuye a la generacién de la placa de
ateroma y a su desarrollo mediante diversos mecanismos°’.
Se desconocen las vias de sefalizacién concretas que utiliza
la IL-6 en el desarrollo de arteriosclerosis. En modelos anima-
les se ha observado que, al unirse la IL-6 a su receptor IL6-R,
se activa la via de senalizacién IL-6 trans, que desencadena
un proceso inflamatorio crénico y favorece la formacién de
la placa de ateroma y, con ello, el desarrollo de enfermeda-
des cardiovasculares®’. E1 IS es capaz de unirse al receptor de
aril-hidrocarburo (aryl hydrocarbon receptor, AhR) de los mono-
citos para que secreten TNF-a. El TNF-a va a interaccionar con
las células endoteliales aumentando la expresién de la qui-
miocina CX3CL1 (también conocida como fractalcina), cuyo
receptor es CX3CR1, altamente expresado en los linfocitos T
CD4+CD28-. Esta subpoblacién de linfocitos T se encuentra
elevada en pacientes con ERC y, si son estimulados a través del
receptor de células T, pueden inducir apoptosis en las células
endoteliales y acelerar la progresién de ECV°3 (fig. 4).

El TNF-a es uno de los principales activadores de RANKL
(ligando del receptor activador para el factor nuclear «B). De
esta forma, el TNF- a en el tejido 6seo de los pacientes con ERC
puede activar a los osteoclastos, alterar la estructura ésea y

aumentar el riesgo de fracturas, lo que explica la alta frecuen-
cia de fracturas en pacientes en HD>*. Ademds, la activacién
de osteoclastos desencadena un aumento de los niveles de
calcio y fosfato en sangre que facilita los procesos de mine-
ralizacién de las células vasculares. El TNF-a potencia este
proceso de mineralizacién, ya que permite la translocacién de
NF-«B, aumenta la liberacién de VE (que en enfermos rena-
les contienen altos niveles de calcio) e incrementa el nivel
de la proteina morfogénica ésea 2, induciendo la diferencia-
cién osteogénica y calcificacién de las células musculares lisas
vasculares (CMLV)>>.

En pacientes con ERC, las células endoteliales activadas
expresan también una mayor cantidad de VEGF (vascular endot-
helial growth factor) que, a su vez, promueve la angiogénesis y la
remodelacién de los vasos para contrarrestar la hipoxia de los
tejidos renales. Igualmente, en pacientes que presentan pro-
teinuria debido a un descenso de la filtracién glomerular se ha
visto que las células endoteliales del glomérulo incrementan
la liberacién de VEGF>%~7.

Vesiculas extracelulares

La acumulacién de toxinas urémicas se ha asociado a un dano
endotelial que tiene como resultado, entre otros efectos, un
incremento de la liberacién de VE>®°°. Las VE sirven como sis-
tema de sefalizacién local y sistémico, y estan involucradas en
la funcién y la homeostasis del organismo®. En general, son
muy diversas y pueden encontrarse en todos los fluidos cor-
porales, incluyendo la leche materna y la orina®’. Las VE son
producidas por la mayoria de las células, incluidas las célu-
las B, las células T, los monocitos y las células endoteliales.
La formacién de estas VE es parte de la funcién celular nor-
mal; no obstante, aumentan en condiciones de estrés celular,
apoptosis o viabilidad celular alterada, como es el caso de la
ERC®?.

Las VE se pueden clasificar segin su origen, composicién
y tamano en: a) exosomas (40-120nm), producto de la exo-
citosis de cuerpos multivesiculares; b) microvesiculas (MV)
(50-1.000 nm), también conocidas como microparticulas, que
surgen de evaginaciones de la membrana plasmaética y c) los
cuerpos apoptéticos (1-5pm), que se forman en los estadios
finales de la apoptosis'™9. A efectos précticos, debido a la difi-
cultad para aislarlas y a la falta de un protocolo que permita
obtener un Unico tipo de VE, resulta casi imposible distinguir
un tipo de otro, especialmente entre los 2 primeros. Por ello, en
la actualidad se tiende a hablar de ellas de forma generalizada
como VE, sin hacer distincién entre clases.

En los rinones, las VE han sido estrechamente vinculadas a
procesos patoldgicos, como la inflamacién, fibrosis, trombosis
y supresién inmunolégica®. Las MV y los exosomas pueden
desempenar activamente papeles patolégicos en el desarrollo
y la progresién de las ECV porque actian como portadores de
diversos miRNA*?, Adem4s, estan involucradas en el desarro-
llo de la calcificacién vascular como consecuencia del estado
de envejecimiento vascular acelerado®. De este modo, se han
propuesto las VE y su contenido como dianas terapéuticas:
podrian ser inhibidas para revertir o tratar la progresién de
la enfermedad renal. Ademads, las VE pueden participar en
varios procesos de reparacién tisular y modulacién inmuno-
légica, ya que podrian utilizarse directamente como agentes
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Figura 4 - Disfuncién endotelial y calcificacién vascular generada por la unién del IS al receptor AhR en monocitos. El
aumento de TNF-a generado por el IS genera un aumento de la produccién de la quimiocina CX3CL1 en las células
endoteliales. Cuando CX3CL1 se une a su receptor en el linfocito T, y este tiene su receptor de células T activo, va a generar
la entrada en apoptosis de la célula endotelial. Ademas, TNF-a promueve ostedlisis y liberacion de calcio y fosfato, que

favorecen la calcificacién vascular.

AhR: receptor de aril-hidrocarburo; BMP2: proteina morfogénica 6sea 2; IS: indoxil sulfato; MSX2: Msh homrbox protein 2;
Runx2: runt-related transcription factor 2; TCR: receptor de célula T; TNF-«a: factor de necrosis tumoral alfa; TNFR: receptor de

TNF.

terapéuticos en la medicina regenerativa y el tratamiento de
enfermedades autoinmunes.

MicroRNA

Las VE transportan proteinas, lipidos y acidos nucleicos, entre
los que destacan los miRNA, aunque estos Ultimos también
pueden ser transportados de forma libre por la sangre®. Los
miRNA son ARN de pequeno tamano (aproximadamente 22
nucleétidos de longitud), no codificantes, cuya funcién princi-
pal es la regulacién de la expresién de proteinas®®. Los miRNA
tienen 2 formas de actuacién: pueden inhibir parcialmente la
expresiéon de una proteina al unirse a la regién 3’ UTR del
transcrito, donde inician la degradaciéon del ARN mensajero
e inhiben su traduccién; o pueden interaccionar con el pro-
motor, favoreciendo el reclutamiento de la maquinaria de
transcripcién del gen y, por tanto, aumentando la expresién
de la proteina®”°®. La mayoria de los miRNA estdn presentes
dentro de la célula, aunque también pueden encontrarse en
fluidos corporales, como la sangre®®7°. Para evitar su degrada-
cién por enzimas con actividad RNasa, se postula que estos
miRNA extracelulares se encuentren empaquetados dentro
de VE, fundamentalmente exosomas y MV®®7/172, Los miRNA
son altamente especificos seglin el tipo de tejido y de célula,
incluso, de la etapa de desarrollo y participan en una gran

cantidad de procesos fisiopatoldgicos, incluyendo la infla-
macién. En el entorno vascular, los miRNA actian como
moléculas reguladoras en las células endoteliales, las CMLV,
plaquetas y otras células de la sangre’>. En la tabla 2 se inclu-
yen los miRNA mads relevantes cuya expresién se ha visto
modificada en la ERC.

El papel del miR-21 en la ERC es relevante. Se ha observado
que miR-21-5p estad sobreexpresado en pacientes con ERC y
que sus niveles se correlacionan negativamente con la tasa de
filtracién glomerular®®. Ademds, miR-21-5p inhibe a Smad7,
un inhibidor de la ruta del TFG-B1/Smad3, por lo que esta
ruta se ve potenciada, lo que genera inflamacién y fibrosis
renal en estos pacientes. Experimentos realizados en anima-
les también muestran que miR-21 también es un inhibidor de
la proteina Mpv17, encargada de reducir la produccién de ROS
en la mitocondria, por lo que el aumento de este miRNA en el
rifién genera un aumento del estrés oxidativo®’.

Otro miRNA importante es miR-155. Su ausencia o dismi-
nucién en las VE derivadas de monocitos en un modelo de
uremia genera alteraciones inmunitarias. Esto se debe a que
miR-155 estd implicado principalmente en la maduracién de
loslinfocitos B, la regulacién de la respuesta inmunitaria adap-
tativa y el control de la inflamacién, ya que se expresa en
linfocitos B y T activados, monocitos, macréfagos y células
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Tabla 2 - miRNA que participan en enfermedades vasculares cuya expresion esta modificada en pacientes con ERC

miRNA Expresion Diana Funcién Referencia
miR-126 ) HIF-1a Protege frente a s
senescencia y disfuncién
vascular
miR-155 ! eNOS Maduracién de linfocitos B TR
SOCS1 y regulacién de la respuesta
MITF inmunitaria adaptativa
PU.1 Control de la inflamacién
Prevencién de calcificacién
vascular
miR-34b-5p 0 AQP2 Inflamacién el
miR-205 l CMTM4 Proliferacién GiEE
PHD1 Inhibe la apoptosis
Protege frente al estrés
oxidativo y de reticulo
endoplasmico
miR-204 ! SHP2 (Stat3) Proteccién del rifién frente EL
a la hipertensién y la
diabetes
Previene la fibrosis renal
miR-21-5p 0 ERK/MAPK Inflamacién B
PTEN Fibrosis
PPAR-a Aumento del estrés
Smad7 oxidativo
RECK
DDAH1
Mpv17

ARNT: transportador nuclear del receptor de aril-hidrocarburo; ATE: aterosclerosis; BCL2: linfoma de célula B2; CMLV: células musculares lisas
vasculares. eNOS: sintasa de 6xido nitrico endotelial; ERC: enfermedad renal crénica; HIF-1a: factor inducible por hipoxia 1«; KLF4/5: factor
de transcripcién Kruppel-like 4/5; M¢: macréfagos; PDCD4: proteina de muerte celular programada 4; PTEN: homoélogo de tensina y fosfatasa;
TNF-«: factor de necrosis tumoral «; VEGF-A: factor de crecimiento endotelial vascular-A.

dendriticas’®. Estas alteraciones inmunitarias podrian relacio-
narse con la inflamacién y el dafo vascular observado en los
pacientes con ERC, pues su expresién es muy importante a
la hora de dar forma al transcriptoma de células mieloides
y linfoides activas’®. La reduccién de miR-155 también se ha
asociado con la osteoclastogénesis y el desarrollo de calcifica-
cién vascular’®.

Envejecimiento y senescencia celular: mecanismo
implicado en el daiio endotelial y vascular en ERC

El envejecimiento se define como un declive funcional del
organismo que suele llevar implicitos cambios morfolédgi-
cos y fisiolégicos que suponen una pérdida en las reservas
homeostéticas®®. Existen 2tipos de envejecimiento: el enve-
jecimiento fisiolégico y el prematuro o acelerado, asociado
a enfermedades. El envejecimiento fisiolégico es la conse-
cuencia del paso del tiempo y, por tanto, esta intimamente
relacionado con la edad. Cuando el envejecimiento aparece de
forma precoz y viene acompanado con el desarrollo de enfer-
medades asociadas al envejecimiento, se puede identificar con
el denominado envejecimiento prematuro asociado a enfer-
medades. De este modo, los enfermos renales presentan un
envejecimiento acelerado, ya que muchos de ellos desarrollan
de forma precoz enfermedades asociadas al envejecimiento,
como son las ECV*182% El envejecimiento prematuro en estos
pacientes se puede asociar con la acumulacién de células

senescentes, que son aquellas que han perdido su capacidad
de proliferacién.

Se define la senescencia celular como un proceso que tiene
lugar como consecuencia del dano celular ocasionado por
multiples causas (estrés oxidativo, citocinas proinflamatorias
0 VE), y cuyo resultado final es que las células pierden su capa-
cidad de divisién, no mueren y contribuyen al desarrollo de
enfermedades asociadas a la edad. Entre otros cambios, son
células que presentan un aumento de ROS, acumulacién del
numero de mitocondrias disfuncionales, menor condensacién
de la heterocromatina constitutiva con pérdida de ldmina B
y un aumento de la actividad de la enzima B-galactosidasa
lisosomal®®. Ademas, las células senescentes presentan un
déficit en la sintesis de proteinas, asi como un aumento de su
degradacién. Obviamente, el aumento de células senescentes
en un tejido desencadena una disfuncién tisular.

En pacientes con ERC, la senescencia celular se produce en
respuesta al dano generado por la accién de las toxinas uré-
micas acumuladas durante el progreso de la enfermedad”®!.
La senescencia celular acelerada atribuida a la uremia genera
un aumento del estrés oxidativo que, a su vez, ocasiona un
deterioro de las estructuras celulares. Como consecuencia,
se producen senales intracelulares que hacen que la célula
adquiera un fenotipo senescente“®. En el &mbito sistémico, las
células senescentes liberan factores proinflamatorios que, si
persisten en el tiempo, generan un deterioro generalizado del
organismo. Este deterioro favorece la aparicién de procesos
tumorales y enfermedades degenerativas y crénicas®.
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Las células renales son las encargadas de producir la
proteina klotho, enzima capaz de hidrolizar el esteroide B-
glucorinida. Es una proteina con efecto antienvejecimiento,
capaz de modular la senescencia inducida por estrés y la
respuesta funcional. La disminucién de los niveles intracelu-
lares de klotho se ha asociado con una senescencia endotelial,
mientras que la klotho exdgena previene la senescencia celu-
lar inhibiendo el incremento de estrés oxidativo inducido por
la uremia, asi como inactivando NF-kB al inhibir su capaci-
dad de unién al ADN. De este modo se estabiliza el complejo
NF«B/IxB y se reduce la liberacién de citocinas que participan
en procesos inflamatorios. Al estar disminuidos los niveles
de esta proteina debido a la uremia, se observa un aumento
del estrés oxidativo y una mayor senescencia endotelial®>*.
Para el mantenimiento de la integridad y la homeostasis de las
células endoteliales se ha observado que la proteina a-klotho
juega un papel fundamental. En concreto, las funciones que
se le han atribuido a a-klotho son la supresién de la expresién
de moléculas de adhesién, como ICAM y VCAM, la atenuacién
de la via de sefalizacién NF-kB% y la prevencién de la hiper-
permeabilizacién y la apoptosis de las células endoteliales, al
mediar la internalizacién del complejo formado por el recep-
tor de potencial transitorio canénico 1y el receptor del factor
de crecimiento endotelial vascular 2°. Los pacientes con ERC
presentan una deficiencia de esta proteina, aunque en esta
deficiencia pueden intervenir multiples factores'®. Este défi-
cit podria explicar, al menos en parte, el mayor riesgo de ECV.
Ademas, se ha demostrado que klotho, junto con el factor de
crecimiento de fibroblastos 23, (FGF23) resulta esencial en el
eje hueso-rifién, ya que klotho mantiene la homeostasis del
fosfato, colaborando de alguna forma con este facror de cre-
cimiento (posiblemente deben estar bajo una misma ruta de
senalizacién inhibiendo la reabsorcién de fosfato), ya que la
degradacién de dicho factor lleva a un empeoramiento de la
funcién renal, con hiperfosfatemia®.

Por ultimo, cabe destacar de nuevo que el dano endotelial
va a ser el paso previo al desarrollo de diversas ECV. La ECV aso-
ciada a la ERC esta en parte determinada por una rigidez de
los vasos sanguineos ocasionada por un estado de inflamacién
y una pérdida de equilibrio entre los sistemas proenvejeci-
miento y antienvejecimiento que, finalmente, desencadena
un proceso de calcificacién vascular. En el dmbito vascular,
se observa que los pacientes con ERC presentan un tejido vas-
cular envejecido, similar al encontrado en individuos sanos de
edad avanzada®.

Fenotipo secreto en la senescencia celular en pacientes con
enfermedad renal crénica

Cuando las células alcanzan un estado de senescencia
sufren cambios en su fenotipo. El fenotipo secretor que
adquiere una célula cuando entra en senescencia se denomina
senescence-associated secretory phenotype (SASP). El material
secretado se compone principalmente de quimiocinas, citoci-
nas proinflamatorias (IL-1, IL-6, TNF-«, factor de crecimiento
transformante B o TFG-B) y proteasas, de tal forma que,
cuando las células senescentes se acumulan, hay una gran
liberacién de estos compuestos que genera una inflamacién
persistente de bajo nivel. Para evitar esto, las citocinas y qui-
miocinas van a atraer a las células del sistema inmunitario,

principalmente monocitos y macréfagos, que van a eliminar
estas células senescentes”!.

En individuos envejecidos se acumulan las células senes-
centes porque existe un mayor nimero de células que van
a entrar en senescencia y porque su eliminacién va a ser
mas lenta, ya que su sistema inmune también es senescente.
Como las células senescentes liberan factores proinflamato-
rios, el individuo envejecido presenta una inflamacién crénica
de bajo nivel”. El factor de transcripcién NF-«B, la proteina
cinasa activada por mitégenos p38 (p38 MAPK) y el inflama-
soma son importantes efectores moleculares en el desarrollo
de este fenotipo. Ademads, IL-1 y TGF-g generan un ciclo de
retroalimentacién positiva autocrina que propicia la situacién
proinflamatoria®®®’. Y a todo esto se suman los resultados
obtenidos en un modelo murido en el que las células T senes-
centes liberan una tormenta de citocinas que pueden provocar
la senescencia acelerada de otras células y tejidos®®.

El TFG-B también desempena un papel protrombético
correlacionado con el envejecimiento®. La estimulacién de
las células epiteliales del tubulo renal con TGF-g genera un
incremento de la produccién de ROS y de nicotinamida ade-
nosina dinucleétido fosfato oxidasa (NADP oxidasa), lo que
provoca el envejecimiento vascular y la reduccién de la longi-
tud telomérica, asi como la activacién de la ruta p53/218%1%,
En condiciones normales, VEGF y TGF-B, junto con otros fac-
tores, como el factor de crecimiento epidérmico, participan
en la curacién de heridas al inducir la diferenciacién de los
miofibroblastos e incrementar los depésitos de coldgeno'0110?,
pero, en fases avanzadas de este proceso, los fibroblastos
senescentes junto con el TGF-B van a generar una fibrosis
excesiva y una diferenciacién epitelio-mesenquimal anormal
que se correlaciona con la nefropatia. Ademads, el TGF-B pro-
ducido por los podocitos combinado con las ROS de las células
endoteliales glomerulares causan una segmentacién de los
capilares glomerulares, lo que genera un fallo renal y protei-
nuria masiva en el paciente'®.

En pacientes renales tiene lugar lo que se denomina un
fenotipo SIPS (stress-induced premature senescence), cuya dife-
rencia con el fenotipo SASP radica en que SASP se produce
por un envejecimiento natural, mientras que el SIPS es conse-
cuencia de un dafo o estrés, en este caso, principalmente por
las toxinas urémicas®10%,

Vesiculas extracelulares en la senescencia celular

La senescencia celular (desencadenada por replicacién o
por otros estimulos, como, por ejemplo, toxinas urémicas)
aumenta de forma considerable la secrecién de exosomas y
MV en la mayoria de los casos. Como consecuencia, se altera
la capacidad regenerativa de la vasculatura, especialmente
la de las células endoteliales, que disminuyen su capacidad
de migracién celular y su potencial para formar estructuras
vasculares'®*, Ademads, la cantidad de VE aparece modificada
en multiples enfermedades, incluida la ERC y, por ello, se esta
estudiando su posible papel como biomarcador predictor de
enfermedades o de la progresién de la enfermedad. En con-
creto, en pacientes con ERC se ha descrito un aumento de
la liberacién de VE endoteliales que se asocia con disfuncién
endotelial producida por la uremia y la inflamacién persis-
tente de estos pacientes'®.
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No solo se ve alterado el nimero de VE en los enfermos
renales, también su contenido, que genera procesos de dis-
funcién endotelial, fibrosis y calcificacién vascular'®®'%’. Se ha
descrito que uno de los desencadenantes de la calcificacién
vascular es la senescencia de las células de la vasculatura y
que estd asociado a cambios en la expresién de determinados
miRNA, como es el caso del miRNA-146b-5p y miRNA-223-3p,
y estos miRNA pueden transportarse en VE*°,

Calcificacién vascular en la enfermedad renal crénica

La alteracién vascular mds prevalente en pacientes con ERC en
estadios avanzados es la calcificacién vascular, que en muchos
casos no es detectada hasta que el dano es irreversible. La cal-
cificacién vascular se produce debido al aumento de proteinas
morfogénicas de hueso y a la presencia de un alto contenido
de calcio. El aumento en plasma de la ratio Ca/P produce un
incremento de la expresién de proteinas que participan en la
formacién del hueso, como osteopontina, osteocalcina, cier-
tos proteoglicanos y proteina morfogénica 6sea 2, al igual que
otros factores que participan en la calcificacién vascular'?.

Existen 2tipos de calcificaciones: a) la calcificacién de la
tinica media, conocida también como esclerosis de Mdncke-
berg, que afecta alas CMLV y fibras eldsticas, que se endurecen
y pierden capacidad de distensién'®® y b) la calcificacién
aterosclerética de la tinica intima, que se asocia con el depé-
sito de lipidos y lipoproteinas seguido del depésito de calcio
debajo de la tlinica intima'%. Este depédsito puede estimular el
desarrollo de respuestas inmunes, tanto innatas como adapta-
tivas, e inducir en las células endoteliales y CMLV la expresiéon
de moléculas proinflamatorias, lo que estimula la infiltracién
de monocitos/macréfagos en los tejidos. Ambos tipos son muy
comunes en la ERC avanzada y pueden coexistir en un mismo
vaso.

El aumento de fésforo (hiperfosfatemia) y el aumento de
calcio (hipercalcemia) son 2 de los principales promotores aso-
ciados con el desarrollo de la calcificacién vascular en la
ERC'%108_En pacientes que reciben tratamientos con vitamina
D junto a sales de calcio por via oral y que tienen un balance
positivo de calcio durante la sesién de didlisis se favorece
el desarrollo de calcificaciones''?. En modelos in vitro se ha
demostrado que el incremento del fésforo favorece la trans-
formacién de CMLV en células osteogénicas, con produccién
de matriz extracelular y posterior mineralizacién. Por tanto,
la hiperfosfatemia y la hipercalcemia no solo generan dep6-
sitos de forma pasiva, sino que ademads intervienen en un
proceso altamente regulado por el que las CMLV se diferencian
a osteoblastos'!l. En ocasiones, la disminucién de la excre-
cién renal de fosfatos provoca un aumento de su nivel en
sangre que, junto con la deficiencia de inhibidores circulan-
tes de la calcificacién o la baja produccién local de estos,
favorece la calcificacién a través de la activacion del toll-like
receptor 4 (TLR-4) que a su vez estimula la expresién de NF-xB
enlas CMLV y supone un aumento de la liberacién de citocinas
proinflamatorias''12,

En estudios in vitro se ha demostrado que toxinas urémi-
cas derivadas de la guanidina (dimetilarginina asimétrica),
acido guanidinobutirico, guanidina y &cido guanidino acético
son capaces de estimular la osteoclastogénesis''>. La uremia
también favorece la secrecién del factor de diferenciacién de

osteoblastos, Cbfal, junto con un aumento de la expresién
de proteinas osteogénicas'?:'#  El IS en las CMLV estimula
la proliferacién y favorece la produccién de TGF-g (que par-
ticipa en procesos de fibrosis)' ™. También, el incremento del
estrés oxidativo (situacién observada en los pacientes con ERC)
estd estrechamente asociado con el desarrollo de la calcifica-
cién vascular mediado por la expresién de Runx2 (runt-related
transcription factor 2) en las CMLV'%, Por tanto, diversos esti-
mulos, como el aumento de ROS, las quimiocinas y citocinas
proinflamatorias (CCL5, CCL2, TNF-q, IL-6) y los niveles de fos-
foro y calcio van a facilitar la entrada de NF-«B al nucleo de
las CMLY, lo que estimula la produccién de factores que par-
ticipan en la calcificacién (Runx2, OPN, Msh homrbox protein
2 o MSX2), fosfatasa alcalina, proteina morfogénica ésea 2)
(fig. 4). Ademas, el calcio ayuda en la liberacién de VE, lo que
supone un refuerzo del proceso de calcificacién!®’11>17 Las
propias CMLV liberan una mayor cantidad de VE en respuesta
a un estrés por calcio ambiental, lo que también favorece la
calcificacién vascular''®.

Por otra parte, la senescencia también desempena un
papel clave en el desarrollo de calcificacién vascular. Se ha
observado que las VE liberadas por macréfagos de perso-
nas envejecidas participan en la calcificacién de la matriz
vascular'®®, También las MV endoteliales encontradas en
plasma de sujetos ancianos y liberadas por células endotelia-
les senescentes ayudan a la calcificacién de las CMLV, ya que
contienen altos niveles de calcio, grupos fosfato y proteinas,
que participan en la iniciacién de la calcificacién’®.

De manera que la alteracién mineral, la uremia y el incre-
mento del estrés oxidativo, la inflamacién y la liberacién de
VE que presentan los pacientes con ERC favorecen la aparicién
de calcificacién vascular y, con ello, se incrementa el riesgo de
dafio cardiovascular.

Vesiculas extracelulares en la progresion de la
enfermedad cardiovascular en pacientes con
enfermedad renal crénica

Debido al incremento en la prevalencia de ERC es necesario
identificar nuevas dianas terapéuticas que consigan frenar o
revertir la progresién de la enfermedad'’. Al igual que para
estas enfermedades, las VE se han propuesto como biomarca-
dores de prediccién y diagnéstico precoz de la ERC. Las VE
promueven alteraciones en la sefializacién intercelular y el
dafio vascular, con el subsiguiente desarrollo de las ECV140,
De este modo, ante una sefializacién intercelular anémala,
se podrian identificar dianas terapéuticas que conduciran a
un método de diagndstico y una monitorizacién precoz para
pacientes con ECV asociadas a la ERC*.

Las VE, como mensajeros intercelulares que son, pueden
interaccionar con distintos tipos celulares a través de recepto-
res de membrana o siendo internalizadas por la célula diana
por distintos mecanismos (fusién de membranas, endocito-
sis, fagocitosis, micropinocitosis). Al final, el resultado de esta
interaccién entre VE y células es la activacién o regulacién de
distintas rutas de sefalizacién en la célula diana®?®.
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Microvesiculas endoteliales en el desarrollo de
enfermedades cardiovasculares: disfuncién endotelial

Las toxinas urémicas, entre las que destacan el IS y el p-cresol,
van a danar a las células endoteliales, generando un estado
proinflamatorio. Este dano continuo de las células endotelia-
les va a estimularlas para que liberen una mayor cantidad
de MV que, a su vez, modifican el tono vascular y contri-
buyen a acrecentar el dano vascular, por lo que se acaba
generando un circulo vicioso'1>%121:123 Estas MV endoteliales
estdnimplicadas en la etiopatogenia de varias ECV, entre ellas,
la aterosclerosis'>'?*, En general, existe una relacién entre la
funcién renal y el riesgo cardiovascular, todo ello reflejado en
una excesiva vesiculacién endotelial que podria actuar como
un marcador de disfuncién endotelial.

Se ha descrito que las MV endoteliales promueven cal-
cificacién vascular, ya que el tratamiento de CMLV con MV
endoteliales procedentes de células endoteliales previamente
tratadas con IS indujo calcificacién en las CMLV, a diferencia
de los controles, en las que las MV endoteliales procedian de
células endoteliales no tratadas con toxinas urémicas'?’.

Microvesiculas plaquetarias en el desarrollo de
enfermedades cardiovasculares: coagulacién

Otro tipo de MV implicadas en el desarrollo de ECV son las MV
plaquetarias. En este proceso patolégico se va a desencadenar
una excesiva activaciéon plaquetaria, que genera agregacién
plaquetaria, la secrecién de sus granulos internos y la libe-
racién de un mayor nimero de MV, todo ello con actividad
procoagulante'”®. Adem4s, en una situacién de disfuncién
endotelial, las plaquetas tienden a adherirse a la superficie
danada’® con la consiguiente liberacién de potentes factores
mitogénicos que conducen a la proliferacién de las CMLV y a
la progresién del dafio vascular.

La propia técnica de didlisis puede constituir un factor
de riesgo en los enfermos renales. Hay varios estudios que
senalan la existencia de hipercoagulacién en estos pacien-
tes, probablemente debida a una mayor expresién del factor
tisular'?®, que también es conocido como tromboplastina. Se
expresa en la membrana celular y es sintetizado por dife-
rentes tipos celulares, aunque también puede encontrarse en
la superficie de monocitos y células endoteliales en estados
inflamatorios. Este factor participa en la formacién de trom-
bos locales. Las VE expresan en su superficie factor tisular, por
lo que pueden unirse a la superficie plaquetaria de un trombo
en evolucién, suceso muy comun en pacientes urémicos'?’.
Asimismo, se ha descrito una relacién del factor tisular con
pacientes urémicos; en concreto, se ha demostrado que altos
niveles de este marcador, importante en la actividad trombo-
génica, pueden ser clave en aquellos pacientes en tratamiento
renal sustitutivo segln la técnica de diélisis recibida''. Esto
indida que las VE que expresan factor tisular pueden ser bio-
marcadores de eventos trombéticos en pacientes urémicos’?’.

Vesiculas extracelulares como biomarcador diagnéstico
En los ultimos anos, el andlisis de las VE en los fluidos

corporales se ha utilizado como una herramienta de diagnés-
tico (biomarcador) en diversas enfermedades. Es el caso de

pacientes con ECV asociada a ERC**1?8, Los biomarcadores
son una herramienta analitica que informa de manera obje-
tiva, medible y evaluable sobre la funcién biolédgica, algunos
procesos patoldgicos o la respuesta a un tratamiento. Los bio-
marcadores son fundamentales en clinica, ya que permiten
una identificacién temprana de una enfermedad y, con ello, se
consigue una intervencién terapéutica precoz que evite el des-
arrollo de la enfermedad y sus posibles consecuencias sobre el
individuo®. En general, se han detectado niveles altos de VE
en numerosas enfermedades, destacando aquellas de carac-
ter crénico e inflamatorio, como la diabetes, la hipertension,
el cdncer y la ERC'?°,

En el contexto de ERC se observa una relacién entre la fun-
cién renal y el riesgo cardiovascular, todo ello reflejado en una
elevada produccién de VE endoteliales que podria actuar como
marcador de disfuncién endotelial’®®. En concreto, Mezentsev
et al. describieron que los niveles fisiolégicos de MV endote-
liales en los individuos sanos es de entre 10° y 10* MV/mL,
mientras que en los individuos con ECV es de 10° MV/mL'%°,
Diferentes estudios senialan la existencia de una mayor con-
centracién de VE circulantes en los pacientes con ECV, como
la insuficiencia cardiaca congestiva, enfermedad arterial coro-
naria, enfermedad vascular periférica e isquemia cerebral®.

En pacientes urémicos existen también altos niveles de
MV plaquetarias con efecto procoagulante, lo que puede estar
asociado a trastornos de la coagulacién, accidentes cerebro-
vasculares, angina inestable e infarto agudo de miocardio. Esto
refuerza su posible contribucién al desarrollo de la ECV (sobre
todo asociado a trombosis y desestabilizacién plaquetaria) y a
su uso como posible biomarcador diagnéstico'*>*2, En par-
ticular, los niveles de MV plaquetarias en pacientes en HD
y didlisis peritoneal continua ambulatoria eran mayores que
en las personas sanas y ain mayores en aquellos pacientes
con un evento trombético'!. También se ha observado que
pacientes con ERC e infarto agudo de miocardio y, por ello,
con un riesgo elevado de nuevo evento trombédtic, presen-
tan niveles elevados de MV plaquetarias y que los niveles de
MV plaquetarias son mas elevados en aquellos pacientes con
una ERC més avanzada'®®. Estas MV plaquetarias expresan
P-selectina, un factor que indica activacién plaquetaria. Ade-
mads, como ya se ha mencionado, el aumento de VE con factor
tisular puede ser un marcador clinico de riesgo de accidente
trombético en pacientes con ERC'?/.

Terapias basadas en vesiculas extracelulares

Se ha propuesto que las VE y su contenido pueden actuar como
dianas terapéuticas. En primer lugar y puesto que se ha rela-
cionado la aparicién de ECV con el aumento de la liberacién de
VE, se pueden disefiar estrategias farmacoldgicas que inhiban
su liberacién, o incluso, su recepcién por las células diana.
Por ejemplo, se puede inhibir la ceramida, un componente
importante en la biogénesis de los exosomas®. Aun asi, los
tratamientos enfocados en la liberacién de VE son escasos,
debido a la falta de conocimiento concreto de los mecanismos
que intervienen en la biogénesis y la liberacién de las VE'.
Tratamientos enfocados en la reduccién de la liberacién de VE
podrian disminuir la morbimortalidad de los pacientes con
ERC®,
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Tabla 3 - Tratamientos que reducen la liberacién de vesiculas extracelulares a sangre

Compuesto Tipo de VE que reduce Enfermedad Referencia

Estatinas Endoteliales Hipertensién D
Plaquetarias Diabetes mellitus de tipo 1
Leucocitarias

Simvastinas + losartan Endoteliales Hipertensién e
Plaquetarias Diabetes mellitus de tipo 2
Monocitarias

Aspirina Endoteliales Enfermedades coronarias L2
Plaquetarias

Antihipertensivos Endoteliales Hipertensién (modelo animal) 4

Antioxidantes Endoteliales Diabetes mellitus de tipo 1 LD
Plaquetarias Dislipidemia

Se ha observado que algunos farmacos que se han
empleado de manera tradicional para tratar ECV y la ERC tie-
nen la capacidad de modular la liberacién de VE (tabla 3).

Se han realizado estudios para verificar si los niveles de
MV endoteliales podrian ser modulados mediante algin far-
maco. Por ejemplo, el uso de estatinas, concretamente la
atorvastatina, demostrd una disminucién en los niveles de VE
endoteliales y VEGF'**, Este fenémeno se produce gracias a
que las estatinas inhiben la via de las Rho-cinasas, implica-
das en la reorganizacién del esqueleto y en la liberacién de las
MV y, por tanto, disminuyen la liberacién de MV a sangre (ya
no solo las endoteliales, también las derivadas de plaquetas
y leucocitos)'>1%6. Ademas, en pacientes con hipertensién y
diabetes mellitus de tipo 1, se ha observado que el tratamiento
con simvastatina junto con losartan disminuye las concentra-
ciones en plasma de VE endoteliales, plaquetarias y derivadas
de monocitos'®. La aspirina también podria tener un efecto
reductor de la liberacién de VE, en concreto, las endoteliales y
plaquetarias, pero los resultados son algo heterogéneos' %%,
También se observé una reduccién de MV endoteliales en san-
gre periférica en un modelo animal de hipertensién en el que
se usaron farmacos antihipertensivos (aliskiren, nerbivolol y
olmesartan); esta reduccién también mediaba los efectos anti-
angiogénicos de estos farmacos'®’.

Los antioxidantes, como la vitamina C, también podrian
tener un efecto beneficioso en este sentido, disminuyendo la
liberacién de VE; en concreto, se ha observado una dismi-
nucién de VE endoteliales y plaquetarias en pacientes con
diabetes mellitus de tipo 1 y con dislipidemia tras sufrir un
infarto de miocardio®!.

Ademads de usar las VE como diana de los tratamientos,
recientemente se ha estado investigando el uso de las VE como
una herramienta terapéutica, como una forma de adminis-
trar un tratamiento de forma més efectiva y «fisiolégica». Esta
idea surge de que las VE en condiciones fisiolégicas pueden
tener efectos beneficiosos sobre las células diana. Por ejem-
plo, se ha observado que las VE pueden participar en procesos
de reparacién tisular y modulacién inmunolégica, ya que
podrian utilizarse directamente como agentes terapéuticos en
la medicina regenerativa y el tratamiento de enfermedades
autoinmunes®3.

En condiciones fisiolégicas, las MV derivadas de plaquetas
son capaces (a través del VEGF) de estimular la proliferacién,
supervivencia, migracién de células y formacién de nuevos
capilares. En cambio, las MV endoteliales se han relacionado
con procesos regenerativos y con el mantenimiento de la

homeostasis vascular. Por tanto, un aumento en el nivel de
este tipo vesicular es clave en procesos en los que se estd
llevando a cabo una regeneracién vascular'’120.

En el rinén, en modelos de nefropatia diabética, ERC,
fibrosis y de dano renal agudo, se ha observado que las VE
derivadas de células madre mesenquimales presentan una
funcién renoprotectora. En general, las VE derivadas de células
madre son las que presentan unos mayores efectos benefi-
ciosos en enfermedades renales. Esto se puede deber a su
contenido rico en miRNA y proteinas (principalmente relacio-
nadas con proliferacién celular, migracién y adhesién)®’.

Por dltimo, también se ha planteado el uso de las VE como
vehiculo de tratamientos (que pueden ser farmacos, miRNA
o proteinas). Este tipo de administracién tiene como ventaja
que son menos inmunogénicas y citotéxicas, y hasta la fecha
parecen tener menor rechazo que las nanoparticulas®.

Conclusiones

Los pacientes con ERC, debido a la uremia, presentan un
aumento de la inflamacién y del estrés oxidativo y, en con-
secuencia, un envejecimiento prematuro, con acumulacién
de células senescentes, que explica la aparicién precoz de
enfermedades asociadas a edades mas avanzadas, como, por
ejemplo, la ECV. El antecedente de las ECV, tan prevalentes
en enfermos renales, es el dano endotelial producido a con-
secuencia del estrés oxidativo, la inflamacién crénica y las VE
liberadas debido al dano celular. Estas VE contienen miRNA,
como es el caso del miR-21 y el miR-155, que alteran la expre-
sién de distintas proteinas y que pueden ser responsables del
aumento de la permeabilidad vascular y del mantenimiento
de la inflamacién.

Los pacientes con ERC presentan un mayor numero de VE
en plasma; en concreto, destacan las MV endoteliales, que
aumentan debido al dafno endotelial de estos pacientes y supo-
nen un primer paso hacia complicaciones vasculares maés
graves, como la calcificacién vascular. Las MV endoteliales
de pacientes con ERC tienen unos altos contenidos de calcio
y proteinas de unién al calcio que facilitan o promueven la
calcificacién vascular y, en consecuencia, pueden desencade-
nar ECV. En estos pacientes también existen alteraciones en
la coagulacién, consecuencia de la disfuncién endotelial y de
las MV plaquetarias, que aparecen en mayor cantidad en el
plasma de pacientes urémicos. Las MV plaquetarias también
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podrian participar en la formacién de placas de ateroma y en
la calcificacién vascular.

Con estos antecedentes, la medicién de MV puede ser un
buen predictor de complicaciones cardiovasculares en pacien-
tes con ERC, al posibilitar su deteccién temprana y facilitar un
abordaje terapéutico precoz. Aun asi, quedan por fijar umbra-
les a partir de los cuales predecir si existe mayor riesgo de
sufrir ECV para que sea posible el traslado de estos pacien-
tes al 4&mbito clinico. Las VE también podrian ser una buena
diana terapéutica para frenar de forma temprana el desarro-
llo de ECV, pero para ello se requiere un mayor avance en la
investigacién de farmacos que modulen la liberacién de VE.
Aun asi, ya se conocen farmacos comunmente desarrollados
para tratar ECV o sus factores de riesgo que modulan la libe-
racién de VE y que, por tanto, tienen un efecto beneficioso en
estos pacientes tratados. También se ha demostrado que las
VE liberadas principalmente por células madre tienen un con-
tenido beneficioso para el individuo, por lo que podrian ser
interesantes para tratar a pacientes con ERC que estan alta-
mente predispuestos a sufrir ECV. Incluso se ha planteado el
uso de las VE como vehiculo que permita dirigir los farmacos
de un determinado tratamiento de forma mas especifica.

En resumen, el uso de VE como marcadores para la pre-
diccién, diagnéstico, prondstico y monitorizacién de terapias
de enfermedades complejas resulta cada vez mas atractivo, asi
como su potencial para identificar nuevas dianas terapéuticas.
En este sentido, la evidencia clinica y experimental sefiala que
las VE pueden ser de utilidad en el control de la eficacia de las
terapias sustitutivas; de hecho, los resultados obtenidos hasta
la fecha en los diversos estudios son muy prometedores.
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