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Introduccidn
La enfermedad renal cronica y su asociacion al dano CV

La mortalidad en los pacientes con ERC terminal es
muy elevada.

En los registros de pacientes en tratamiento
sustitutivo renal en paises desarrollados el 50% de
las muertes de los pacientes en dialisis ocurren por
causa CV

La patologia CV en pacientes con ERC tiene un
iIncidencia 10-20 % mayor gue la poblacion general



Introduccion
La enfermedad renal cronica y su asociacion al dano CV
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Introduccion

Factores gue favorecen el desarrollo de enfermedad
cardiovascular en enfermedad renal cronica
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Introduccidn
Dano endotelial

-Alteracion del endotelio; ler estadio
de la enfermedad cardiovascular.

- Intervenciones farmacoldgicas y
dieteticas pueden mejorar la funcion
endotelial.

El control de la funcidn endotelial puede ser clave

de terapias que pueden interferir en el desarrollo de
la arteriosclerosis y sus complicaciones clinicas.




Introduccidon
Caracteristicas del endotelio

- Ocupa un area equivalente a 6 canchas de tenis (adulto 70 Kg.)
-Peso tot al a 1.5 Kg.

- Masa celular compuestapora 1 trill -n de cel ul

La importancia del endotelio
no esta condicionada por
factores cuantitativos sino
cualitativos




Introduccidn
Funciones del endotelio

Transduccion de
fuerzas mecanicas Adhesién células

mononucleares
y PMN

Produccion vy liberacion

de sustancias vasoactivaS <<t = o
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Control crecimiento y
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Introduccidon
Alteracion de las funciones del endotelio en la ERC

Transduccion de
fuerzas me icas

- Las funciones normales del endotelio estan alteradas
- Se refleja por un estado inflamatorio mantenido
- Favorece la arteriosclerosis




Introduccion

Respuesta del endotelio ante una ERC

Moléculas de adhesion:
VCAM. | CAM, i nt ey
(adherencia y transmigracion de
Leucocitos)

Mediadores de la
vasodilatacion (6xido
nitrico y prostaciclina)

/~.\ Puesta en marcha de

Liberacion de citoquinas proinflamatorias
(IL-1 'y TNFU ) y aminas
vasoactivas

modifican la permeabilidad

modifican la adhesion

Modifican la migracion de leucocitos

hacia el sitio de lesion.
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Introduccidn
Respuesta del endotelio ante una ERC

Ante un dano externo se produce un deterioro de la
Integridad funcional del endotelio y se desencadenan ung
serie de eventos destinados a restituirla
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Microparticulas
Definicion

Son generadas por el desprendimiento de vesiculas de las
MEMBRANAS CELULARES.
PLAQUETAS, CELULAS ENDOTELIALES

\ —
/. —
MONOCITOS CELULAS DE TEJIDOS

\

OTRAS CELULAS circulantes DE
sangre periférica
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Microparticulas
Definicion

- Funcionan como determinantes activos en una
variedad de procesos

vasculares como la INFLAMACION, HEMOSTASIS,
angiogenesis y

reactividad vascular

- Bajo situaciones normales o0 patologicas se
encuentran Niveles crecientes de formacion de
vesiculas después de la estimulacion

- Pueden detectarse en varios fluidos del organismo
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Microparticulas

funcion

Biomarcadores
Para trombosis e
inflamacion

Activacion celular
Inducen activacion
celular y liberacion de
CT

Generacion
Apoptosis y
activacion celular
Tamano
< Imicrom

............................

O O Estructura

® Vesiculas de membrana
con moléculas de
superficie

Comunicacion
Transfiere moléculas

bioactivas entre células .



Microparticulas endoteliales
Definicion

Son vesiculas de membrana liberadas por las células

endoteliales vasculares en respuesta a la activacion
celular o la apoptosis.

- Tamano entre 0.1 y 1 nm de diametro

- Generacion: por la activacion o apoptosis de células
endoteliales

- Se forman a partir de la membrana plasmatica de la

célula endotelial

- Expresan proteinas de membrana caracteristicas de

células endoteliales
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Microvesiculas endoteliales
Definicion

Diferencias con otras MV endoteliales

Exosomas Cuerpos MPE
apoptoticos

<100 nm >1m 0.1-1 mm

No PS PS PS

Marcadores Membrana Marcadores

Especificos Permeable a IP Material

RNA y miRNA DNa, miRNA nuclear

oncogenes
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Microparticulas endoteliales
Definicion
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Microparticulas endoteliales
Caracteristicas de las MPE

Membrana
- Las EMP externalizan la fosfatidilserina (PS) y por lo
tanto se unen anexina V en una forma dependiente de
calcio.

-CD31+ (PECAM)
-CD144+ (VE-cadherina)
-CD62E+ (E-selectina)
-CD 105 (endogl il
Contenido o
Proteinas

Material nuclear
ADN, ARN y miRNA




Microparticulas endoteliales
Obtencion

PLASMA DE PACIENTES Y CONTROLES

- Centrifugacion seriada para obtener plasma libre de
plaguetas seguida de ultracentrifugacion para obtener
mayor concentracion de MPE

CULTIVOS DE CELULAS ENDOTELIALES

- Centrifugacion de los sobrenadantes para conseqguir
una concentracion adecuada
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Microparticulas endoteliales
Metodos de estudio, y obtencion de MPE

Citometria de flujo.
En base al tamafo y/o la fluorescencia de las MP.

TAMANO Como patrén se utilizan esferas calibradoras
de diferentes diametros .

FLUORESCENCIA La proveniencia de las MP se
Identifica con anticuerpos fluorescentes especificos de
las celulas gque las produjeron

Limitaciones: Los marcadores de células endoteliales conocidos no son
exclusivos de CE: E-selectina, e-cadherina, CD31 entre otras moléculas.
Es necesario combinar multiples marcadores.
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Microparticulas endoteliales
Metodos de estudio, y obtencion de MPE

Citometria de flujo.
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Microparticulas endoteliales
Estudios funcionales

El papel biologico de las MPE esta actualmente en fase
de estudio y se basa fundamentalmente en el efecto que
las MP tienen sobre cultivos celulares.

Biomarker
of vascular function,
potential prognostic value
TNF a and therapeutic index
LPS
Camptothecin
Cytokines
trombin
Uremic toxins AL s t
c itor cell nthesis Tissue factors
Uremic serum o ~regentoreets _ o :
6. .
Angiogenesis, [ndothelial sctivation Thrombosis Cell survival
Endothelial Arterial skifnesy infammation
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Microparticulas endoteliales
Metodos de estudio, y obtencion de MPE

Citometria de flujo.
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Microparticulas endoteliales
Metodos de estudio, y obtencion de MPE

Contenido de las MPE
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Microparticulas endoteliales
Metodos de estudio, y obtencion de MPE
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Microparticulas endoteliales
Metodos de estudio, y obtencion de MPE
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Microparticulas endoteliales
Metodos de estudio, y obtencion de MPE
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Microparticulas endoteliales
Estudios funcionales
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Microparticulas endoteliales
Estudios funcionales

No MPE + HUVEC MPE SS + HUVEC MPE SU + HUVEC

3000000+
E - Tratamiento| %Apoptosis ROS (%HE)
g 2000000- Control 18,88t3,25 25,13+1,26
S — MPsu 33,82+6,05 31,66+3,10
[+} 5
5 1000000 MP, o, 27,19+2,11 32,1443,27
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Microparticulas endoteliales
Estudios funcionales
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Microparticulas endoteliales

Estudios funcionales
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Microparticulas endoteliales
Aplicaciones de las MPE al diagnostico

Puntos fundamentales para la determinacion de MPE

en pacientes

Como el tamano de las MPE es el principal factor de

discriminacion, se utiliza el sistemqga de sparacion por

centrifugacion para separar microparticulas endoteliales

de microparticulas derivados de plaguetas circulantes y

de elementos celulares.

- Se basa en el recuento de moléculas comunes

- La cuantificacion se realiza por citometria de flujo

a celulas endoteliales: VE-cadherina (CD144), CD146,
CD105, CD31 y por la union de anexina V a PS

36



Microparticulas endoteliales
Patologias asociadas con la disfuncion endotelial

- Sindrome antifosfolipido
Dignat-George y cols, Endothelial microparticles: A potential contribution to
the thrombotic complications of the antiphospholipid syndrome. Thromb
Haemost 91: 6671 673, 2004

- Preeclampsia
Gonzalez-Quintero y cols. Elevated plasma endothelial microparticles in
preeclampsia. Am J Obstet Gynecol 189: 5891 593, 2003

- Sindromes agudos coronarios
Bernal-Mizrachi y cols High levels of circulating endothelial microparticles in
patients with acute coronary syndromes. Am Heart J 145: 9621 970, 2003

- Diabetes

Koga, H. Y cols . Elevated levels of VE-cadherin-positive endothelial
microparticles in patients with type 2 diabetes mellitus and coronary artery
disease. J. Am. Coll. Cardiol. 45, 16221 1630 (2005). a7



Microparticulas endoteliales

Asociacion de MPE con el dafio y disfuncidon endotelial en la
ERC

- Amabile y cols: Circulating endothelial microparticles are associated with
vascular dysfunction in patients with end-stage renal failure. J Am Soc
Nephrol 16: 33811 3388, 2005
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Microparticulas endoteliales

Asociacion de MPE con el dafio y disfuncidon endotelial en la
ERC

Predictive value of circulating endothelial microparticles for
cardiovascular mortality in end-stage renal failure: a pilot study

Nephrol Dial Transplant (2012) 27: 18731880

Nicolas Amzalbilel’zf Alain P. Guérin™, Alain Tedgui'~, Chantal M. Boulanger'-* and
Gérard M. London'="
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Microparticulas endoteliales

Asociacion de MPE con el dafio y disfuncidon endotelial en la
ERC

- Faure vy cols: Elevation of circulating endothelial microparticles in patients
with chronic renal failure. J Thromb Haemost 4. 5661 573, 2006
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Microparticulas endoteliales

Asociacion de MPE con el dafio y disfuncidon endotelial en la
ERC

Effect of Different Dialysis Modalities on

Microinflammatory Status and Endothelial Damage
Clin | Am Soc Nephrol 5: 227-234, 2010.

Ana Merino,* José Portolés,” Rafael Selgas,* Raquel Ojeda,* Paula Buendia,* Javier Ocana,’
M. Auxiliadora Bajo,* Gloria del Peso,* Julia Carracedo,* Rafael Ramirez,*
Alejandro Martin-Malo,* and Pedro Aljama*

300
* #
- # -
b2 : ~ : Figure 3. Apoptotic EMPs in platelet-free plasma from control,
= 200 - : ‘ : chronic kidney disease (CKD-NonD), hemodialysis (HD), and
= - ; . ] peritoneal dialysis with RRF >1 ml/min (PD-RRF >1) patients,
E . = . and peritoneal dialysis with RRF =1 ml/min (PD-RRF =1)
g " . patients. Apoptotic EMPs were measured by flow cytometry.
+ H Apoptotic EMPs are expressed as events per microliter, *P <
a 100 t . = 0.05 versus controls, CKD-NonD, PD-RRF > 1, PD-RRF = 1.
E : . . WP < 0.05 versus controls,
*
t
0

Control CKD-NonD HD PD-RRF>1  PD-RRFs1

41



Microparticulas endoteliales

Asociacion de MPE con el dafio y disfuncidon endotelial en la
ERC

Effect of Different Dialysis Modalities on

Microinflammatory Status and Endothelial Damage
Clin | Am Soc Nephrol 5: 227-234, 2010.

Ana Merino,* José Portolés,” Rafael Selgas,* Raquel Ojeda,* Paula Buendia,* Javier Ocana,’
M. Auxiliadora Bajo,* Gloria del Peso,* Julia Carracedo,* Rafael Ramirez,*
Alejandro Martin-Malo,* and Pedro Aljama*
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Figure 4. Correlation between CD147CD16" cells and serum VEGF concentration or apoptotic EMPs. (A) Percentages of
CD14"CD16™ cells were correlated with serum VEGF concentrations in each group. (B) Percentages of CD14"CD16" cells were
correlated with the numbers of apoptotic EMPs in the controls, CKD-NonD, HD, and PD groups. We have shown only a single
PD graph because both PD groups displayed similar results.
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Microparticulas endoteliales

Asociacion de MPE con el dafio y disfuncidon endotelial en la
ERC

original article http://www.kidney-intemational.org

© 2007 International Society of Nephrology

Microinflammation induces endothelial damage
in hemodialysis patients: the role of convective

transport

R Ramirez', J Carracedo’, A Merino', S Nogueras', MA Alvarez-Lara', M Rodriguez', A Martin-Malo',
C Tetta® and P Aljama’

a 40

‘g’ Figure 3| Evaluation of EMP and EPC during study periods.

g 201 (a) EMP at baseline patients on HF-HD (21.3 + 7.4 events/ul), after

o 4 months on OL-HDF (15.4+ 5.5 events/ul), and after 4 months in

s HF-HD (20.9+ 6.0 events/ul). *P = 0.045, OL-HDF vs baseline HF-HD,

w P = 0.048 HF-HD vs OL-HDF). The open circles represent the values for
0 EMP in healthy subjects. (b) EPC at baseline patients on HF-HD

HF-HD HDF-OL HF-HD
baseline
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Microparticulas endoteliales

Asociacion de MPE con el dafio y disfuncidon endotelial en la
ERC

o
Q

Figure 5|Evaluation of EMP and EPC after a treatment session.
EMP (a) and EPC (b) at baseline patients on HF-HD, after 4 months on

OL-HDF, and after 4 months in HF-HD. The black bars represents
values before treatment session HD, and the empty bars are values
after HD session. (a) EMP increased after hemodialysis session in both
group of patients in HF-HD but not in OL-HDF. *P = 0.002,

=P =0.007. (b) A significant reduction in EPC was observed in both

HD-HF and in OL-HDF. *P = 0.021, **P = 0.001, "P = 0.018.
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Figure 4| Correlation between CD14+CD16 + cells and EMP or
EPC. (a) CD14 +CD16+ cells percent were correlated with the
number of EMP of patients in HF-HD in baseline (closed circles) and
OL-HDF (open circles). (b) CD14 +CD16+ cells percent were
correlated with the number of EPC of patients in HF-HD in baseline
(closed circles) and OL-HDF (open circles).
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Microparticulas endoteliales

Asociacion de MPE con el dafio y disfuncidon endotelial en la
ERC
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Microparticulas endoteliales

Asociacion de MPE con el dafio y disfuncidon endotelial en la
ERC
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Fig. 4. Plasma levels of EMPs in patients during the different
periods of the study. Apoptotic EMPs are expressed as events per
microliter. Initially, both groups had similar levels of EMPs.
Convective therapy decreased the number of apoptotic EMPs
with respect to HF-HD, but these values were significantly high-
er than the EMP level in healthy subjects. There were no sig-
nificant differences between the different periods of convective
therapy. 46




Microparticulas endoteliales

Asociacion de MPE con el dafio y disfuncidon endotelial en la
ERC

TITULO: Estudio de marcadores de dafio endotelial en pacientes
con IRC en tratamiento con hemodialisis.

OBJETIVO: Valorar el papel de microparticulas endoteliales (EMP) como
marcadores de desarrollo de morbimortalidad cardiovascular en pacientes
con enfermedad renal cronica en tratamiento con hemodialisis

Pacientes con IRC en HD procedentes de Biobanco

GRUPO 1 GRUPO 2
No Diabetes Mellitus Diabetes Mellitus
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Microparticulas endoteliales
Estudios funcionales

TITULO: Estudio de marcadores de dafio endotelial en pacientes
con IRC en tratamiento con hemodialisis.
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Microparticulas endoteliales

Asociacion de MPE con el dafio y disfuncidon endotelial en la
ERC

TITULO: Estudio de marcadores de dafio endotelial en pacientes
con IRC en tratamiento con hemodialisis.
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Microparticulas endoteliales

Asociacion de MPE con el dafio y disfuncidon endotelial en la
ERC

Endothelial microparticles
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Los resultados vuelven a reforzar la idea del importante papel que las
MPE tienen en la disfuncion endotelial asociada a dafio
cardiovascular y abren numerosas vias de estudio encaminadas, por

un lado, a evaluar posibles tratamientos de dialisis y conservadores
gue mejoren la salud de los pacientes renales; y también, una vez
conozcamos en profundidad sus caracteristicas y funciones, para
utilizar como dianas terapéuticas

Muchas gracias
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