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1. RESUMEN

La enfermedad cardiovascular (CV) es la principal causa de muerte de los
pacientes con enfermedad renal crénica terminal (ERCT). Es especialmente
llamativa la diferencia que existe, con respecto la poblacion general, en el
grupo de pacientes mas jovenes, siendo ésta de hasta 50 veces superior.
A pesar de las mejoras técnicas implementadas en dialisis o de las estrategias
farmacolégicas disponibles, no se ha conseguido reducir la mortalidad de
origen CV en este grupo de pacientes. Esto no ocurre con otros grupos de
poblacién de alto riesgo, afecta por ejemplo, de diabetes y/o enfermedad CV.
En ellos los nuevos tratamientos si que han supuesto una disminucion de la

morbimortalidad de origen CV.

Esta elevada prevalencia de enfermedad CV (en forma de alteraciones
microvasculares o macrovasculares -aterosclerosis o arteriosclerosis-) tiene
como nexo comun la disfunciéon endotelial (DE), se encuentra agravada en la
enfermedad renal cronica (ERC) y se manifiesta presentando un fenotipo

proinflamatorio, prooxidante y protrombatico.

A partir de las premisas anteriores esta Tesis Doctoral (TD) plantea la
hipotesis de que es posible mejorar la DE presente en la uremia mediante
nuevos enfoques de modulacion farmacologica a partir de la identificacion de

nuevas potenciales dianas terapéuticas.

En linea con la hipétesis formulada, los objetivos se centran en explorar los
efectos de la modulacion de distintos sistemas antioxidantes-antiinflamatorios,
y la posibilidad de intervencion sobre los cambios epigenéticos asociados a la

exposicion cronica de las células endoteliales (CE) al medio urémico.

La metodologia de los trabajos presentados en esta TD se centra en el estudio

de los cambios y capacidad de modulacion de la DE. Para ello, se ha utilizado

un modelo in vitro de cultivo de CE procedentes de venas de cordon umbilical

humano (HUVECSs), incubadas con suero de pacientes con ERCT en programa

de dialisis (didlisis peritoneal o hemodialisis) y donantes sanos tras la
2
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exposicion a los distintos compuestos estudiados.

Las técnicas utilizadas en el primer trabajo incluyen: inmunofluorescencia para

medir la expresion de ICAM-1, técnicas de fluorescencia para la determinacion
de la generacion de radicales libres de oxigeno (ROS), técnicas de ELISA y
Western blot para el estudio de la expresion del factor de transcripcion NFkB y

de la via p38MAPK y fluorimetria para la medicién de glutation (GSH).

Las técnicas utilizadas en el segundo trabajo incluyen: analisis protedmico

para detectar proteinas expresadas de manera diferencial; Western blot e
inmunofluorescencia para la cuantificacion de la histona desacetilasa
(HDAC) tipo 1 (HDAC1) y tipo 2 (HDAC2), y de la via PI3-kinasa/AKT;
inmunofluorescencia para medir la expresion de ICAM-1, Toll Like Receptor 4
(TLR4), factor von Willebrand (FVW) y técnicas de fluorescencia para la

determinacion de la generacién de (ROS).

Los resultados del articulo Antioxidant and anti-inflamatory strategies based on
the potentiation of glutathione peroxidasa activity prevent endothelial disfunction
in chronic kidney diseases realizado utilizando suero procedente de pacientes
en dialisis peritoneal (DP), demuestran que la modulacién farmacologica de los
sistemas antioxidantes, mediante la potenciacion de la via de la glutation
peroxidasa (GPX) inducen una mayor respuesta antioxidante y antiinflamatoria
que las estrategias que potencian la via de la superoxido dismutasa (SOD) o
los distintos flavonoides, que obtienen unos resultados parciales.

Los resultados del articulo Up-regulation of HDACs, a harbinger of uremic
endothelial dysfunction, is prevented by defibrotide realizado utilizando suero
obtenido de pacientes en programa cronico de hemodialisis (HD) demuestran
que el medio urémico induce cambios en la expresion de proteinas a nivel de
las CE. Algunos de estos cambios son revertidos por el farmaco defibrotide
(DF), con reconocidas propiedades protectoras del endotelio en otros
contextos. De las proteinas sobreexpresadas en las CE expuestas al medio
urémico y que son normalizadas por el DF destacamos, por su relevancia
biolégica, HDAC1 y HDAC2.
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El DF, regulando la sobreexpresion de HDAC1 y HDAC2, logra una mejoria del
fenotipo proinflamatorio, protrombético y prooxidante, y una disminucion de la

actividad de la inmunidad innata, de las CE expuestas al medio urémico.

Asi pues, esta TD permite concluir que es posible mejorar la DE presente en
la ERC in vitro mediante un abordaje distinto al disponible hasta la fecha, con
estrategias que se centren en contrarrestar el entorno prooxidante, asi como
algunos de los cambios epigenéticos observados en estas CE, abriendo las

expectativas de posibles nuevas dianas terapéuticas.

Los resultados presentados tienen como principal limitacién el hecho que se
han realizado en modelos in vitro y deberian completarse en modelos in vivo.
Ello permitiria precisar aspectos farmacolégicos para garantizar una correcta

biodisponibilidad y demostrar su seguridad y eficacia.

No obstante, esta TD propone, a modo de prueba de concepto, posibles
nuevos enfoques terapéuticos de los que se podrian beneficiar los pacientes
con ERC para mejorar el elevado riesgo de enfermedad CV presente en este

subgrupo de pacientes.
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2.INTRODUCCION

2.1 DEFINICION DE UREMIA Y EPIDEMIOLOGIA DE LA ENFERMEDAD

RENAL CRONICA

La uremia es el sindrome clinico resultado de la acumulacion de las toxinas
urémicas que normalmente se eliminan por los rifones, como consecuencia
del deterioro funcional de los mismos. La pérdida progresiva e irreversible de la
funcion renal (FR) es el escenario definitorio de la ERC. Las toxinas urémicas
acumuladas tienen impacto y repercusion sistémica, interfiiendo en el normal

funcionamiento de los distintos érganos y sistemas (1,2).

La ERC se define, a su vez, como la presencia de una alteracién estructural o
funcional renal (alteracién del sedimento, alteraciones en pruebas de imagen,
alteraciones histoldgicas) que persiste mas allda de 3 meses, con o0 sin
alteracion de la funcidén renal o un filtrado glomerular estimado (FGe) < 60

ml/min/1.73m? sin otros signos de enfermedad renal.

La ERCT se establece cuando el deterioro de la FR es tal (FGe < 15
ml/min/1.73m?), que obliga, para garantizar la supervivencia del paciente,
plantear a corto plazo, alguna de las modalidades de tratamiento renal

sustitutivo, ya sea la dialisis o el trasplante renal (TR).

Las guias KDIGO del 2002 unificaron los conceptos que definian los diferentes
estadios evolutivos de la ERC estratificandola en 5 grados o categorias. Esta
clasificacion fue revisada en el 2012 en la que se incluia ademas 3 rangos de
albuminuria, para reforzar su importancia debido a su correlacion directa con el

riesgo de progresion de la ERC y de morbimortalidad (3).
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Persistent albuminuria categories,
description and range

i Al A2 A3
Prognosis of CKD by GFR
and albuminuria categories: ”‘f""i]‘;;“ Moderately Severely
KD IGO 201 2 ihcraacad increased increased
<30 mglg 30-300 mgl/g >300 mg/g
<3 mg/mmol 3-30 mg/mmol >30 mg/mmol

G1 Normal or high 290

G2 Mildly decreased 60-89

Mildly to moderately

decreased s

G3a

Moderately to

severely decreased Shaht

G3b

G4 Severely decreased 15-29

GFR categories (ml/min/1.73 mz),
description and range

G5 Kidney failure <15

green, low risk (if no other markers of kidney disease, no CKD); yellow, moderately increased risk;
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Figura 1: Clasificaciéon de la ERC. Improving Global Outcomes (KDIGO) CKD Work Group. KDIGO 2012
Clinical Practice Guideline for the Evaluation and Management of Chronic Kidney Disease. Kidney inter.,

Suppl. 2013; 3: 1-150 (con permiso de reproduccion).

A partir de los resultados del analisis del Estudio de Nutricion y Riesgo
Cardiovascular en Espafia (ENRICA), un estudio epidemioldgico, de ambito
nacional, de base poblacional, con una muestra de 11.505 sujetos
representativos de la poblacion adulta espafiola se estimd que la prevalencia
de la ERC era de un 15.1%. Era mas frecuente en varones (23,1% vs. 7,3% en
mujeres), y estaba relacionada con la edad (4,8% en sujetos de 18-44 ainos,
17,4% en sujetos de 45-64 anos, y 37,3% en sujeta5  afos) y con la
presencia de enfermedad CV (39,8% vs. 14,6% en sujetos sin enfermedad
cardiovascular). Estos resultados (4) muestran porcentajes superiores a los del
estudio anterior EPIRCE (5), donde se estimaba que aproximadamente la ERC
afectaba al 10% de la poblacion espafiola adulta (el 20% en mayores de 60
afos), sugiriendo un aumento de su prevalencia, como en otras partes del

mundo.

La ERCT es un problema sanitario de primer orden. Los datos que ofrecen los
distintos registros de enfermos renales asi lo refuerzan. Se observa un lento,
pero progresivo ascenso, tanto en términos de incidencia como de prevalencia
(6-9).
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Tal como se puede observar en la siguiente figura, en Espafa, los ultimos
datos reflejan una incidencia anual de la ERCT de 141 pmp. En el 78% se inicia
tratamiento sustitutivo renal (TSR) con hemodialisis (HD), en un 17,1% se inicia
TSR con didlisis peritoneal (DP) y un 4,9% de los pacientes reciben un TR

preventivo (6).
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Figura 2: Incidencia de la ERCT en los ultimos afios en Espafia. Fuente: Registro Espafiol de Enfermos

Renales 2017.

Comparado con los datos del ultimo registro de la ERA-EDTA, el Estado
Espanol ocuparia en términos de incidencia, una posicién intermedia con

respecto el resto de paises europeos (7).

[J <100 pmp

@ 100-149 pmp

H 150-199 pmp

W =200 pmp

[ No data available

Figura 3: Incidencia de la ERCT en los distintos paises europeos en comparacion con Espafa. Fuente:

Registry of the European Renal Association- European Dialysis and Transplant Association (2017).
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En términos de prevalencia, los datos de estos registros (6—8) apuntan también

hacia un aumento progresivo de la ERCT en los ultimos anos.

La tasa de prevalencia de la ERCT en Espafia, estaria situada en 1284,2 pmp,
de los que, un 53,81% serian pacientes con TR funcionante, un 41% estarian
en TSR con HD y un 5.19% con DP, lo que supone que practicamente 60.000

pacientes reciben TSR.
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Figura 4: Prevalencia de la ERCT en los ultimos afios en Espafia. Fuente: Registro Espafiol de Enfermos

Renales 2017.

Si comparamos la tasa de prevalencia del Estado Espafol con el resto de
paises recogidos en el ultimo registro de la ERA-EDTA, ocupa una de las

franjas de prevalencia mas elevada, tal como se puede comprobar en la

siguiente figura.
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Figura 5: Prevalencia de la ERCT en los distintos paises europeos en comparacion con Espana. Fuente:

Registry of the European Renal Association- European Dialysis and Transplant Association (2017).
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Otro dato que refuerza el impacto que tiene la ERCT en el sistema sanitario es
el elevado coste econdmico: en Espaia se estima que el TSR consume entre
un 2.5-3% del presupuesto del Sistema Nacional de Salud y mas del 4% del
presupuesto de la Atencion Especializada, a pesar de afectar al 0.2% de la
poblacién. Este gasto supone, por ejemplo, 24 veces mas que el destinado al
tratamiento de la enfermedad pulmonar obtsructiva crénica o 6 veces mas que

el que cuesta el tratamiento por la infeccion del VIH (10).

Dada, pues, la magnitud del problema se puede afirmar que, tanto la ERC,
como la ERCT constituyen un problema de salud publica muy importante,
situacion que se ve acentuada si se tiene en cuenta la elevada morbimortalidad

de estos pacientes, especialmente de causa CV (11).
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2.2 MORBIMORTALIDAD CARDIOVASCULAR EN EL CONTEXTO DE LA
ENFERMEDAD RENAL CRONICA

2.2.1 EPIDEMIOLOGIA
La presencia de ERC se asocia a un elevado riesgo CV, existiendo una

relacion entre el descenso del FG y el riesgo relativo de sufrir un evento CV y

riesgo de muerte por causa CV (12,13).

100
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Relative risk
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Time

Figura 6: Relacion entre la reduccion del FG y mortalidad cardiovascular. Zoccali C. The burden of
cardiovascular disease in patients with chronic kidney disease and in end-stage renal disease. Contrib

Nephrol. 2008; 161, 63—-67 (con permiso de reproduccion).
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Figura 7: Relacion entre FG y n° eventos cardiovasculares. Chronic kidney disease and the risks of death,
cardiovascular events, and hospitalization. Go AS, Chertow GM, Fan D, McCulloch CE, Hsu CY. N Engl J

Med. 2004; 35 1(13):1296-305 (con permiso de reproduccion).
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Este riesgo se mantiene incluso tras ajustar por factores de riesgo CV clasicos,
lo que permite definir la ERC como un factor de riesgo independiente para el
desarrollo de enfermedad CV (14). Esta circunstancia ha llevado a que las
guias consideren estos pacientes como de riesgo CV alto (FGe entre 30-50
ml/min/1.73m? ) o muy alto (FGe<30 ml/min/1.73m?), independientemente de la
presencia o no de otros FRCV, y como tal, deben de ser considerados y
tratados (15).

Se estima que el aumento global de riesgo CV es aproximadamente de un 20-
30% por cada descenso del 30% de FG, independientemente de la existencia o
no de enfermedad CV previa (16). De hecho, por ejemplo, el riesgo de
desarrollar un infarto de miocardio (IAM) es mayor en pacientes no diabéticos

con ERC avanzada que en pacientes diabéticos sin ERC (17).

Como caso extremo de asociacién entre riesgo CV y ERC estan los pacientes
con ERCT y necesidad de TSR con dialisis. La mortalidad ajustada por edad es
3,5-4 veces superior a la de la poblacién general y la patologia cardiovascular
es la principal causa de muerte de estos pacientes. Los distintos registros de
pacientes en TSR coinciden en sefialar que alrededor del 50% de las muertes
son debidas a complicaciones cardiovasculares (incluye la muerte subita, el de
causa cardiaca y la enfermedad vascular), tal como se puede apreciar en la
figura 8. Esta mortalidad resulta ser 10-20 veces superior a la de la poblacion
general tras ajustar por la edad, raza, sexo o presencia de diabetes (6—-8,18).

No filiada

Otras

Accidente
Psicolégica/Social

Gastrointestinal

Hepatica

Cancer

Infecciosas

Muerte sibita

Vascular

Cardiaca

0% 5% 10% 15% 20% 25%
Grupos Edad >75 65-74 u 45-64 51544

Figura 8: Causas de muerte de los pacientes con ERCT. Fuente: Registro Espafiol de Enfermos Renales
(2017).
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Un dato de especial significado es que el riesgo relativo de muerte respecto la
poblacidn general es muy superior en los pacientes mas jovenes, tal como se
constata en los ultimos datos disponibles del Registro Espafol de Enfermos

Renales (6) y que se reflejan en la figura 9.

100,0%

RR= 2,77
10,0%

B
-
= 1,0%
o
L}
B
£ o
€ 0,1% —
E i
15-44 ahos 45-64 ahos 65-74 afhos > 75 afos

0,0%

——Poblacion General —Total IRC Mortalidad en HD Mortalidad en DP Mortalidad en TX

Figura 9: Riesgo relativo de muerte de los pacientes con ERCT en funcion de la franja etaria.

Fuente: Registro Espafiol de Enfermos Renales (2017).

Los datos aportados por el Registro Espafol estdan en linea con los datos
recogidos por el Registro Europeo que demuestran que la incidencia de muerte
CV en pacientes de 15-30 afnos es 150 veces superior a la de la poblacién
general (7), sin mostrar cambios con respecto los resultados publicados del
Registro Americano, ahora ya hace dos décadas, donde ya se sefialaba que el
riesgo de muerte de origen CV en pacientes menores de 45 anos era 100
veces superior a la de la poblacién general (18), tal como se puede observar en

la figura 10.

Por otra parte, hay que considerar la elevada carga asistencial que supone la
patologia CV en este grupo de pacientes, dado que es la responsable de casi

del 30% de las hospitalizaciones de los pacientes en didlisis (19).
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Figura 10: Mortalidad cardiovascular (muertes por arritmias, cardiomiopatia, insuficiencia cardiaca, infarto de
miocardio, enfermedad aterosclerdtica y edema pulmonar) en la poblacién general (GP) comparada con los
pacientes con ERCT en dialisis. Foley RN, Parfrey PS, Sarnak MJ. Epidemiology of cardiovascular disease in

chronic renal disease. AJKD, Vol 32, No 5, Suppl 3,1998:S 112-S119 (con permiso de reproduccion).

La explicacion mas plausible para justificar esta elevada prevalencia de
enfermedad CV en la ERC se debe buscar en la circunstancia de que en la
ERC convergen varias condiciones que favorecen el desarrollo de
complicaciones CV. Estas condiciones incluyen: una mayor prevalencia de
factores de riesgo CV clasicos, la presencia de los factores CV propios
asociados a la condicién de ERC, asi como la existencia de cambios a nivel
del sistema cardiovascular. Ello explicaria el peor prondstico en estos
pacientes, conllevando, por ejemplo, que la supervivencia de los pacientes que
inician dialisis esté a los 5 y 10 afios por debajo de los pacientes con cancer de

mama, prostata y colon (20).

Ademas, aquellos tratamientos que han demostrado tener una eficacia en la
reduccion de eventos CV en la poblacion general o de alto riesgo (DM,
cardiopatia isquémica) como los IECAS, ARA-Il o las estatinas, no lo han
demostrado en la poblaciéon con ERCT (21-23).
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2.2.2 AFECTACION MACRO Y MICROVASCULAR EN LA ERC

La afectacion vascular presente en la ERC abarca un amplio espectro que
incluye un compromiso tanto a nivel macrovascular (aterosclerosis y
arterioesclerosis), como a nivel microvascular. Es el resultado de la afectacion
de la pared de los vasos sanguineos de distintos diametros, en el que el
principal actor implicado es el endotelio vascular.

2.2.2.1 Aterosclerosis en el contexto de la ERC

La aterosclerosis se caracteriza por la presencia de placas de ateroma, que se
distribuyen de manera parcelar a nivel de la capa intima de las arterias de

mediano y gran tamafio.

En la formacion de la placa de ateroma participan, en una fase inicial, los
depdsitos de material lipidico. Posteriormente, la placa mediante un proceso de
fibrosis y calcificacion tiende a encapsularse para dar lugar a una placa estable
(24).

A Fibrous Cap
Atheroma

Normal

Intima

Media

' Adventitia
&~

Lipid-Rich '\‘_
Necrotic Core “4§

Figura 11: Placa de ateroma en paciente sin ERC. Insull W Jr .The pathology of atherosclerosis: plaque
development and plaque responses to medical treatment. Am J Med. 2009 Jan; 122 (1 Suppl):S3-S14 (Con
permiso de reproduccion).

Este proceso en la ERC se ve alterado por el estado prooxidante y
proinflamatorio cronico en el que se encuentra embebido el endotelio que
recubre las paredes vasculares. Las placas de ateroma en este contexto
presentan unas caracteristicas diferenciales que les confiere una organizacion

peculiar: aumento del componente lipidico y del “core necrético”, una
15


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Insull%20W%20Jr%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19110086�
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19110086�

INTRODUCCION

disminucién del tapon fibroso, mayor presencia de cristales de colesterol,
mayor presencia de macréfagos, una mayor neovascularizacion y una mayor
presencia de hemorragia intraplaca, un mayor contenido de calcio y mayor
disrupcion y rotura de la placa. Todo ello las hace mas vulnerables, fragiles e
inestables (25). En parte, debido a la participacion de leucocitos activados y la
accion de metaloproteasas que conllevan una mayor posibilidad de rotura de
las mismas, exposicion del material a la sangre circulante, favoreciendo de esta
manera, la trombosis de la luz vascular y el consiguiente evento isquémico
agudo (26).

Lipid-Rich
Necrotic Core

Figura 12: Placa de ateroma en paciente con ERC. Insull W Jr .The pathology of atherosclerosis: plaque
development and plaque responses to medical treatment. Am J Med. 2009 Jan; 122 (1 Suppl):S3-S14 (Con
permiso de reproduccion).

La localizacion mas frecuente de la ateromatosis son las arterias coronarias,
las carétidas y las arterias periféricas. Las placas de ateroma aparecen ya en
las fases iniciales de la ERC, incluso en poblacién joven y tienen ademas una

velocidad de progresion rapida (27).

Estudios clinicos y necropsicos han demostrado que la prevalencia de placas
ateromatosas en arterias coronarias es elevada en los pacientes con ERC. La
frecuencia de lesiones ateroscleréticas avanzadas y lesiones calcificadas
aumentan de manera gradual a medida que disminuye el FG (28,29). En
estudios angiograficos, las lesiones coronarias eran mas frecuentes,

proximales y severas en la ERC (27). La evaluacion de la calcificacion de las
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arterias coronarias mediante tomografia (TAC) demuestra un score de calcio

aumentado, el cual se correlaciona con una mayor morbimortalidad (25).

En pacientes con sindrome coronario agudo y ERC, las lesiones eran mas
largas, con una mayor carga de placa y mayor ocupaciéon luminal. La
composicion de la placa aterosclerética, evaluada mediante ecografia
intravascular (IVUS), demostraba un aumento del “core” necrotico y de calcio y
menos tapén fibroso (30,31), alteraciones que se asocian inversamente con el
FG (31,32). Asi pues, la enfermedad coronaria en la ERC, ademas de
presentar una mayor carga aterosclerotica también presenta diferencias en la
composicion de la placa hacia un fenotipo mas vulnerable (33). Analogos
resultados se han observado mediante estudios ecograficos en otros territorios

vasculares, como el iliaco o el carotideo (34-37).

2.2.2.2 Arteriosclerosis en el contexto de la ERC

La arteriosclerosis es una condicion caracterizada por un remodelado
generalizado del arbol vascular. Se desarrolla primariamente en la capa media
de las grandes y medianas arterias, y su principal consecuencia es la rigidez
arterial. Afecta principalmente a las arterias elasticas, como la aorta o la
carétida comun y es menos pronunciado en arterias periféricas de tipo
muscular, como la arteria radial. Este remodelado vascular, en los pacientes
renales, se caracteriza por dilatacion e hipertrofia de la pared arterial. En la
arteriosclerosis hay cambios estructurales de la pared vascular con un aumento
del ratio colageno/elastina, hipertrofia e hiperplasia de la fibra muscular lisa
vascular y del volumen de matriz extracelular, asi como un aumento del

contenido de calcio y calcificacion de las lamelas elasticas (38).

La funcién de la aorta y las grandes arterias es distribuir la sangre por el
organismo y amortiguar los cambios oscilatorios en la presion arterial que
resultan de una eyeccidn ventricular intermitente. Este sistema arterial
distensible permite a nivel de la microcirculacion, que muchos tejidos reciban

un flujo laminar o casi laminar y de baja presién, sin exposicion a picos de
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presion sistélica y sin casi disminuciones de la presién arterial media periférica
comparado con la presion arterial media en la aorta ascendente (36). La
pérdida de la distensibilidad arterial conduce a una aorta mas rigida, lo que
conlleva una mayor velocidad de la onda de pulso e implica un retorno mas
precoz de las ondas reflejas desde la periferia a la aorta ascendente durante la
sistole. Como consecuencia se produce un aumento de la presion sistolica
aortica, un descenso de la presion arterial diastdlica y el aumento consiguiente

de la presién de pulso (39).

Aunque la arteriosclerosis en la ERC es frecuente, el aumento de la rigidez
arterial se ha atribuido también a la calcificacidon vascular. Contribuye el
disbalance entre los factores inductores e inhibidores del proceso de
calcificacion y cuya prevalencia aumenta con la severidad de la enfermedad.
Aproximadamente el 70-80% de los pacientes renales presentan evidencia de
calcificacion vascular al inicio de dialisis (40). Esta calcificacién tiene lugar a
nivel de la capa media de la pared arterial (mediacalcosis o esclerosis de
Monckeberg) y agrava la rigidez arterial y sus consecuencias (41). También
contribuye a la rigidez vascular la propia inflamacién, el OS y la propia DE
(42,43).

La rigidez arterial aparece precozmente ya en las primeras etapas de la ERC y
aumenta a medida que esta progresa (44,45). Los cambios hemodinamicos
inducidos por la rigidez arterial inducen un aumento de la postcarga cardiaca,
hipertrofia ventricular izquierda (HVI) y fibrosis, lo que aumenta la demanda
miocardica de oxigeno; una reduccion del flujo sanguineo coronario e isquemia
subendocardica, y DE (46).

La rigidez aortica aumenta en un grado mucho mayor que la rigidez arterial
periférica, disipando progresivamente el gradiente de la rigidez. Ello limita y
disminuye progresivamente la reflexién parcial, y aumenta la transmision de la
energia pulsatil a la microcirculacion periférica. Esta “no proteccién” es
especialmente pronunciada en el cerebro y los rifiones, dos 6rganos altamente
perfundidos y de baja resistencia. También se asocia con una mayor fatiga de

la pared vascular arterial. La rigidez arterial afecta la interaccion arterial-

18



INTRODUCCION

ventricular. En presencia de un arbol vascular rigido, el corazén aumenta la
rigidez sistolica para mantener la eficiencia metabdlica, asegurando la
transferencia de la sangre al arbol vascular sin cambios excesivos en la
presion. Estas adaptaciones compensadoras mantienen el rendimiento
cardiaco con aumento de la contractilidad en reposo, pero al precio de
disminuir la reserva cardiaca, disminuir la funcion diastolica y una respuesta

cardiovascular a las alteraciones a las cargas de presion o volumen disminuida.

La rigidez arterial se asocia con mortalidad CV, tanto en pacientes con ERC
terminal, como en todos los estadios de ERC (47,48). Ademas, la rigidez
arterial es un factor predictor de la caida de la funcion renal en pacientes con
ERC (49,50).

Entre los factores implicados en la arteriosclerosis en la ERC destacan: la
edad, HTA, la diabetes, el tabaquismo, la sobrecarga de volumen
(hipervolemia) y de presion, la hiperactividad simpatica y la activacién del
sistema renina angiotensina aldosterona (SRAA), la inflamacion, el OS, las
alteraciones del metabolismo éseo-mineral y la calcificacién vascular, asi como

cambios hormonales (p.e los niveles bajos de T3 o de testosterona).

Respecto a la activacién del SRAA, la aldosterona esta elevada en la ERC y su
efecto sobre el OS y la inflamacion favorecen los cambios fibréticos en la pared
vascular y el miocardio. Ademas, la aldosterona favorece la DE, disfuncion

autonomica, vasoconstriccion e HTA (51).

Sin embargo, los factores asociados con la rigidez arterial mas frecuentemente
observados en pacientes con ERC son las alteraciones del metabolismo éseo-
mineral y la presencia de calcificaciones vasculares. En los pacientes urémicos
la velocidad de la onda de pulso adrtica (un marcador de rigidez arterial) se
asocia con mediacalcosis de la aorta y un aumento del producto calcio-fésforo.
Asimismo, la distensibilidad de la arteria carétida comun se ha relacionado con

los niveles de PTH o el grado de calcificacion de la misma.

La rigidez arterial es pues el resultado de alteraciones funcionales y

estructurales de la pared vascular. Aunque la DE es potencialmente mejorable
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(52) y por tanto susceptible de tratamiento, los cambios estructurales son

dificiles de revertir.

La arteriosclerosis puede contribuir a la aterosclerosis y viceversa,
posiblemente por mecanismos como la DE, estrés biomecanico sobre las

células endoteliales y fragmentacion de las fibras de elastina.

2.2.2.3 Afectacién microvascular en el contexto de la ERC

La alteracién microvascular, especialmente a nivel de la circulacién coronaria
es un aspecto especialmente critico. Los estudios clinicos en la poblacién
general han demostrado que una mejor circulacion colateral miocardica predice
una mayor supervivencia y un menor numero de complicaciones después de un
IAM (53).

La disfuncion microvascular, al afectar la resistencia al flujo y la perfusién
tisular, subyace en la disfuncion organica asociada a los factores de riesgo CV
clasicos y parece importante en su patogénesis y progresion (53).

La disfuncion microvascular puede ser causada no solo por una alteracion de
la vasodilatacion endotelio-dependiente (que traduce una DE) sino también por
una rarefaccién en la microvasculatura (disminucion del numero de arteriolas y

capilares en un volumen de tejido).

En la ERC, se ha descrito tanto la presencia de DE como de una rarefaccion
capilar. La rarefaccion microvascular reduce la superficie de intercambio y
aumenta la distancia entre los capilares y las células diana. Estudios
experimentales demuestran un aumento del tamafo del infarto y una alteracion
de la angiogénesis inducida por isquemia en animales con ERC, lo que sugiere
que los cambios en la perfusion microvascular podrian explicar en parte la alta
tasa de mortalidad cardiovascular en la poblaciéon con ERC. Se ha demostrado
una marcada reduccion de la densidad capilar en el ventriculo izquierdo (VI) en
animales urémicos; asi como en una cohorte de pacientes con ERCT, sin

enfermedad de las arterias coronarias epicardicas (54) y una disminucion de la
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densidad capilar en otros territorios en pacientes con ERC avanzada (55). Por
lo que, las alteraciones estructurales de la microvasculatura coronaria, pueden
explicar, en parte, el aumento del riesgo de eventos cardiovasculares en
pacientes con ERC. En este sentido, la reserva de flujo coronario esta
disminuida en pacientes con ERC (56), hecho que se ha relacionado con los
niveles de dimetilarginina asimétrica (ADMA) (57), y tiene implicaciones

pronosticas (58).

2.2.2.4 Consecuencias clinicas de la afectacion macro y microvascular en
la ERC

La patologia CV asociada a la ERC tiene caracteristicas que la diferencian de
la poblacién general. Estos pacientes presentan una mayor prevalencia de:
cardiopatia isquémica, ictus/accidente isquémico transitorio (AIT), enfermedad
vascular periférica, asi como de insuficiencia cardiaca, enfermedad valvular
cardiaca, fibrilacién auricular o arritmias/muerte subita, lo que se asocia con

una mayor morbimortalidad (59).

Estos pacientes presentan una incidencia creciente de complicaciones CV
aterosclerdticas, especialmente durante los primeros estadios de la
enfermedad (14,15,17), para luego estabilizarse en fases mas avanzadas de la
ERC. Por el contrario, en fases mas evolucionadas siguen aumentando
progresivamente las complicaciones CV no ateroscleréticas (HVI, insuficiencia
cardiaca, arritmias, muerte subita, calcificacion valvular y vascular, ictus
hemorragico, etc) (59). De hecho, en los pacientes en HD la principal causa de
muerte CV es la arritmia/muerte subita, muy superior a la muerte por IAM o el
ictus. Ello puede explicar el menor beneficio de tratamientos como las
estatinas, que han demostrado reducir el riesgo CV en la poblacion general
(asociado a una disminucion de complicaciones ateroscleréticas), pero no asi

en pacientes con ERC avanzada o terminal (60).

La presencia de ERC en pacientes que sufren un evento CV de cualquier tipo,
aterosclerotico o no, se asocia con un peor pronostico, a corto y a medio plazo,

lo que también contribuye a la mayor mortalidad CV en pacientes con ERC. El
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prondstico empeora a medida que disminuye la funcién renal (61-65), tal como

se sintetiza en la tabla siguiente.

Riesgo segun estadio Estadio 1 Estadio 2 Estadio 3 Estadio 4 Estadio 5
) ™ 0 o o
) ™ 0 M M
0 ™ ) ™ M

Tabla 1: Resumen del Riesgo de morbimortalidad CV segln estadio de ERC
A partir de: Mafham M, Emberson J, Landray MJ, Wen C-P, Baigent C.: Estimated glomerular filtration rate and the

risk of major vascular events and all-cause mortality: a meta-analysis. PLoS One. 2011; 6(10):€25920.

En conclusién, la ERC se asocia con un mayor riesgo de sufrir eventos CV
(tanto aterotrombdticos como no aterotromboéticos), consecuencia de la
compleja interaccion entre la mayor prevalencia de factores de riesgo CV
clasicos y los emergentes y/o propios de la ERC, asi como de los cambios en
el sistema cardiovascular. Ademas, el pronéstico de un paciente con ERC que
sufre un evento CV es peor, lo que contribuye a la mayor mortalidad CV en

estos pacientes.
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2.3 FACTORES DE RIESGO CARDIOVASCULAR

En los pacientes con ERC coexisten varios factores que se suman y potencian,
determinando asi el elevado riesgo CV que los caracteriza. La prevalencia de
los factores de riesgo CV clasicos, como la hipertension arterial (HTA), diabetes
mellitus (DM), dislipipemia, etc. (Tabla 2) es elevada en la poblacién con ERC y
el numero de factores de riesgo aumenta con la gravedad de la enfermedad
(66).

FACTORES DE RIESGO CARDIOVASCULAR CLASICOS
Edad Sexo masculino
Historia familiar de enfermedad CV | Hipertension arterial
Dislipemia: LDL elevado, HDL bajo | Diabetes
Tabaquismo Sedentarismo
Hipertrofia ventricular izquierda Menopausia

Tabla 2: Factores de riesgo CV clasicos del paciente con ERC.

Sin embargo, las escalas de riesgo CV validadas en la poblacién general
como por ejemplo la Escala de Framingham, infraestiman el riesgo CV en
hasta un 50% en la ERC (67). Se ha postulado la implicacion de factores de
riesgo no tradicionales o propios de la ERC (Tabla 3) como consecuencia del
ambiente urémico per se y que contribuirian a explicar este mayor riesgo CV
(68-70).

FACTORES DE RIESGO NUEVOS Y ASOCIADOS A LA CONDICION DE ERC

Albuminuria Anemia

Dislipemia aterogénica Alteraciones del metabolismo 6seo-
mineral

Patréon “non-dipper” de presion arterial Rigidez arterial

Sindrome de apnea obstructiva del suefio Sobrecarga de volumen

Inflamacién Diselectrolitemia

Hiperactividad simpatica y del SRAA Estrés oxidativo

Disfuncion autonomica cardiaca Acumulacién de toxinas urémicas

Disfuncién endotelial Hiperhomocisteinemia

Hiperuricemia Resistencia a la insulina

Aumento de prolactina, déficit de testosterona en Factores trombogénicos

varones.

Niveles bajos de T3 Aumento niveles de ADMA

Tabla 3: Factores de riesgo CV nuevos y asociados a la condicion de ERC.
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2.3.1 FACTORES DE RIESGO CARDIOVASCULAR CLASICOS

Los pacientes con ERC presentan una mayor prevalencia de factores de riesgo
CV clasicos. Algunos de ellos participan directamente como principal causa de
ERC: la HTA, la DM o la obesidad. No obstante, su mayor presencia no resulta
suficiente para explicar la elevada morbimortalidad CV de los pacientes con
ERC.

2.3.1.1 Hipertensién arterial (HTA)

La HTA es practicamente omnipresente en la ERC (entre el 80-85% de
pacientes con ERC). No es unicamente un factor de riesgo CV, pues puede
ser a la vez causa y consecuencia del dafio renal (71). La HTA participa de
manera directa en el desarrollo y progresién de ERC, y asi mismo la propia
ERC, incluso en fases precoces, puede inducir HTA, siendo mas frecuente y
severa a medida que disminuye la funcion renal (72). El riidn, pues, participa

como victima y villano.

No resulta infrecuente la presencia de HTA resistente en pacientes con ERC
(73), en parte debido a una mayor rigidez arterial. Se acompafa de un mayor
aumento de la presion de pulso, lo que determina que el tratamiento sea mas
complicado. Otra caracteristica de la HTA de los enfermos ERC es la elevada
prevalencia del patrén “non-dipper”, que es superior en esta poblacion, y que
aumenta a medida que empeora la funcién renal (74) con las consiguientes
implicaciones prondsticas (75). Estas caracteristicas de la HTA en el paciente
renal determinan que su peso como factor de riesgo CV sea mas marcado en

comparacion con aquellos sin enfermedad renal (76).

2.3.1.2 Dislipemia

La dislipemia en un factor clasico de riesgo CV en la poblacién general (LDL-c
elevado; HDL-c bajo). No obstante, el perfil lipidico presente en la ERC,

especialmente en los estadios 5D, presenta cambios tanto cuantitativos como
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cualitativos, lo que le confiere una condicion de dislipemia especialmente

aterogénica (77,78).

Colesterol total Normal o T
LDL Normal o T
HDL

VLDL

IDL

LDL oxidadas

Triglicéridos

Lp (a)

Ratio apolipoproteina C-III/C-II

Apoproteina A1

« || > >

Tabla 4: Cambios cuantitativos del perfil lipidico en la ERC.

HDL-c Cambios en la composicion de las particulas
Particulas disfuncionantes
LDL-c Mayor oxidacién, glicacion y carbamilacion

Tabla 5: Cambios cualitativos del perfil lipidico en la ERC.

El impacto de la presencia de estos cambios cualitativos y cuantitativos del
perfil lipidico sobre el riesgo CV presente en los enfermos con ERC avanzada o
en dialisis deja aspectos por esclarecer. En estudios con muestras
relativamente pequefas, la relacion entre niveles de colesterol y riesgo CV en
pacientes con ERC ha arrojado resultados contradictorios (69,79,80). En un
estudio reciente, la asociacion entre niveles elevados de LDL-c y riesgo de I1AM
era mas débil cuanto mas avanzado era el estadio de la enfermedad, a pesar
de que estos pacientes presentaban un mayor riesgo absoluto de sufrir un

evento coronario (81).

En pacientes con ERC en HD, los niveles de LDL-c no se asocian (o incluso lo
hacen inversamente) con la mortalidad (81). Es posible que la relacién
decreciente entre niveles de LDL-c y riesgo de eventos coronarios a medida
que disminuye FG pueda tener relacion con una mayor prevalencia de
malnutricidn-inflamacion en estadios mas avanzados de la enfermedad (80,82)

o el riesgo competitivo de eventos CV no ateroscleréticos, como la insuficiencia
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cardiaca o la muerte subita, que son mas frecuentes en fases avanzadas de la

ERC, y que no estan relacionados con los niveles de LDL-c.

2.3.1.3 Diabetes Mellitus

La importancia de la DM en el contexto de la enfermedad renal es dual: por un
lado es la principal causa de ERCT en el mundo occidental (83) y por otro lado,
es un importante factor de riesgo CV (84). Aproximadamente entre un 20-40%
de los pacientes con DM tipo 2 presentan ERC y a su vez, la presencia de ésta
aumenta de forma marcada el riesgo CV, ya de por si elevado en los pacientes
diabéticos (17).

La microalbuminuria es un factor independiente de riesgo CV en la DM (asi
como en la poblacion general) (85). La presencia de albuminuria o de un FG
disminuido incrementan el riesgo de mortalidad y la presencia de ambos,
aumenta el riesgo de forma mas que aditiva (86). Por ello, es fundamental una
identificacion precoz de la ERC en esta poblacidon y conseguir un buen control
glucémico y de los factores que pueden favorecer la aparicion o progresion de
la nefropatia diabética. Los pacientes diabéticos con ERC presentan un mayor
riesgo de hipoglicemia, la cual se ha asociado con una mayor mortalidad total y

CV, y podria contribuir al peor prondstico CV en esta poblacion (87).

2.3.1.4 Tabaquismo

Actualmente también se le atribuye un papel dual ya que claramente es un
factor de riesgo CV y ademas juega un papel en la progresion de la ERC.
Existe una evidencia creciente de la relacién entre tabaquismo y enfermedad
renal (88) y el tabaquismo aumenta el ya de por si elevado riesgo CV en los
pacientes con ERC (69). Por ello, aun en ausencia de evidencias que
demuestren el beneficio del cese del habito tabaquico en esta poblacion, y por
extrapolacion de los beneficios del mismo en la poblacién general debe

recomendarse su cese en los pacientes fumadores con ERC.
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2.3.1.5 Hipertrofia ventricular izquierda (HVI)

La prevalencia de HVI en los pacientes con ERC es elevada y aumenta a
medida que disminuye la funcion renal (89,90). Oscila entre el 25-70% en
pacientes con ERC y alcanza el 70% o mas en pacientes con ERCT. Esta HVI

es predominantemente conceéntrica (88).

La HVI, resultado de una hipertrofia de los miocardiocitos, es una respuesta
adaptativa a un incremento del trabajo cardiaco, clasicamente generado por un
aumento de la sobrecarga de presién y/o de volumen, aunque en la ERC
también estan implicados mecanismos no hemodinamicos. En la ERC también
se ha descrito un aumento de la fibrosis y de la matriz extracelular asi y una
disminucién de la densidad capilar miocardica lo que constituye en su conjunto

la miocardiopatia urémica (88).

La HVI induce una disminucién de la reserva coronaria, que puede verse
agravada por la rarefaccion capilar y la DE presentes en la ERC. La fibrosis
miocardica en la ERC conlleva un aumento de la rigidez del ventriculo izquierdo
(VI), una alteracion del llenado diastélico del VI que puede afectar la
contractilidad cardiaca y favorecer la disfuncion diastolica (91). De hecho, la
prevalencia de disfuncidn diastélica aumenta paralelamente al incremento de la
masa del ventriculo izquierdo (90). Ademas, podria favorecer las arritmias
ventriculares y muerte subita, cuya prevalencia estd aumentada en esta
poblacién (92). La HVI y la fraccion de eyeccidn del VI, entre otros, predicen de
forma independiente el riesgo de eventos CV en pacientes con ERC (93).

La HVI también se ha asociado con una mayor progresion de la enfermedad
renal (89,94). En estos pacientes se ha descrito un aumento del volumen de la
auricula izquierda (91), atribuida a la disfuncion diastdlica, sobrecarga de
volumen y el estado inflamatorio que se ha asociado con un aumento del riesgo

mortalidad, eventos CV y progresion de la ERC (91,94).

En la siguiente tabla se resumen los factores implicados en la HVI asociada a
la ERC.
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Factores hemodinamicos Factores no hemodinamicos

(sobrecarga de volumen o de presion)

Hipertension arterial Hiperactividad simpatica

Enfermedad valvular Hiperactividad del SRAA

Rigidez arterial Resistencia a la insulina
Hipervolemia Inflamacién

Anemia Dimetilarginina asimétrica

Fistula arteriovenosa Acumulacién de toxinas urémicas (IS)

Aumento de FGF-23

Déficit de a-klotho

Déficit de vitamina D
Hiperparatiroidismo secundario
Hiperfosforemia

Esteroides cardioténicos (EO, MBG)

FGF-23: fibroblast growth factor 23, EO: endogenous ouabain, MBG: marinobufagenina,

IS:indoxil sulfato,

Tabla 6: Factores implicados en la HVI asociada a la ERC.
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2.3.2 FACTORES DE RIESGO CARDIOVASCULAR ASOCIADOS A LA
INSUFICIENCIA RENAL CRONICA

2.3.2.1 Albuminuria

La presencia de albuminuria es un potente predictor de riesgo y de mortalidad
CV y total (95), asi como de progresion de la ERC. La relacion entre
albuminuria y riesgo CV es lineal, sin efecto umbral. El riesgo empieza a
aumentar desde niveles considerados tradicionalmente bajos (cociente

albumina / creatinina > 10 mg/g creatinina) (14).

Clasicamente, se ha considerado que la albuminuria es un marcador de dafo
vascular y DE (96), ya que se ha asociado con marcadores de la coagulacion,
DE o inflamacion, que estan directamente implicados en la aterogénesis. La
reduccion de la albuminuria con inhibidores del SRAA se asocia a una
reduccion del riesgo CV en la poblacion general, en pacientes hipertensos con
HVI o en pacientes diabéticos (97—-99); asi como un retraso de la progresion de
la ERC (100).

2.3.2.2 Anemia

Es una complicacion muy frecuente en los pacientes con ERC. Su prevalencia
aumenta a medida que disminuye la funcion renal (101) y es un factor de riesgo
independiente de desarrollo y progresiéon de la HVI e insuficiencia cardiaca. Su
presencia, o su desarrollo durante el seguimiento, se asocian de forma
independiente y sinérgica con un mayor riesgo de morbimortalidad CV en esta
poblacién (102—-105). Estudios recientes sugieren que también es un factor de
riesgo de progresion de la ERC (102,105). Asi pues, la anemia es un factor de
riesgo modificable en esta poblacion, aunque no esta claro que su correccidon
con agentes estimuladores de la eritropoyesis reduzca el riesgo CV o de
progresion de la ERC (106).
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2.3.2.3 Alteraciones del metabolismo 6seo-mineral

En la ERC se producen alteraciones diversas y complejas del metabolismo
6seo-mineral, como la hiperfosforemia, la hipocalcemia, el aumento de
parathormona (PTH) o de fibroblast growth factor 23 (FGF-23); asi como
déficits de vitamina D y a-klotho. También existe un disbalance entre factores
inhibidores  (fetuina-A y matrix-Gla protein [MGP]), y promotores
(hiperfosfatemia, inflamacidn, toxinas urémicas) de la calcificacion vascular, en

favor de los segundos, lo que favorece su desarrollo y progresion (107).

La hiperfosforemia, frecuente en la ERC, favorece el desarrollo de la
calcificacion vascular (108). Recientemente se ha descrito también su efecto
vasculotéxico e inductor de DE (109). Estudios en pacientes con ERC y no
renales, han descrito una asociacion directa entre fosforemia y riesgo de
eventos CV, fibrilacion auricular, mortalidad y progresion de la ERC (110).

El hiperparatiroidismo secundario es otra complicacién frecuente en la ERC. El
aumento de los niveles de PTH se han asociado con un mayor riesgo CV, tanto
en pacientes renales, como en la poblacion general (111). Estudios clinicos y
experimentales sugieren que la PTH puede participar en procesos patolégicos

implicados en la enfermedad CV, como la HVI (112).

Los receptores de vitamina D estan presentes en diversos tejidos, incluidos el
sistema CV. La vitamina D regula el SRAA, induce secrecion de insulina y
aumenta su sensibilidad, regula el crecimiento y la proliferacion de los
miocardiocitos y la fibra muscular lisa vascular, y tiene efectos
inmunomoduladores que pueden proteger frente al desarrollo y progresién de la
aterosclerosis (113). Niveles bajos de 25(OH) vitamina D se han asociado a
HTA, alteraciones del metabolismo glucémico, albuminuria, DE, rigidez arterial,
fibrilacidon auricular, asi como a un mayor riesgo de mortalidad y progresion de
la enfermedad renal en la ERC. De forma similar, niveles bajos de 1,25(0OH),-
vitamina D se han asociado con una mayor mortalidad (114). Sin embargo,
aunque un metaanalisis de estudios observacionales ha descrito una reduccién

de la mortalidad total y CV en pacientes con ERC con el tratamiento con
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vitamina D activa, especialmente en aquellos con hiperparatiroidismo
secundario (115), ello no se ha confirmado en estudios aleatorizados y entra en
contradiccidon con otro metanalisis recientemente publicado que concluye que
la suplementacién con vitamina D no se asocia con una reducciéon de la

mortalidad CV (116) en la poblacién general.

La relevancia clinica del aumento de FGF-23 y el déficit de a-klotho en la
enfermedad CV asociada a la ERC esta siendo progresivamente reconocida.
FGF-23 es una hormona fosfaturica que esta incrementada en la ERC y esta
implicada en la HVI (59). a-klotho favorece la fosfaturia a través de los
cotransportadores Na/P lla y llc, pero también tiene efectos protectores sobre
la senescencia celular, apoptosis y calcificacion vascular. El aumento de la
fosforemia y FGF-23, junto al déficit de a-klotho se han implicado en la

miocardiopatia urémica, calcificacion vascular y la rigidez arterial (117).

Ademas, la calcificacidon vascular puede agravarse por los tratamientos
prescritos para el manejo de estas complicaciones (p.e captores de fosforo
calcicos o dosis altas de vitamina D activa para el tratamiento del

hiperparatiroidismo secundario).

2.3.2.4 Hiperhomocisteinemia

La homocisteina (Hcy) es un aminoacido sulfurado que se origina a partir del
metabolismo de la metionina. En las situaciones de déficit de acido fdlico,
vitamina B6, vitamina B12 (cofactores necesarios de su via metabdlica), en
casos de déficits enzimaticos de las vias de transulfuracion, transmetilacion o
remetilacién y en la ERC se produce una acumulacion progresiva de la Hcy
(118).

La hiperhomocistinemia repercute directamente sobre la funcién endotelial v,
consecuentemente, se ve incrementado el riesgo CV. Los mecanismos
implicados serian: aumento del OS a través del incremento de la actividad de
la NADPH oxidasa, desacoplamiento de la sintasa del 6xido nitrico endotelial
(eNOS), reduccion de la actividad de la enzima dimetilarginina
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dimetilaminohidrolasa (DDHD) con el consiguiente acumulo de ADMA. Este
ultimo fomentaria la DE a través de su capacidad de inhibicién de la NOS, de
aumentar el OS, de activar la lipooxigenasa-1 y de incrementar la sintesis de
colageno y la expresion de integrinas en la superficie endotelial (119). Ademas
la hiperhomocisteinemia favorece la agregacién plaquetaria y atenua la

capacidad fibrinolitica

Todos los mecanismos descritos van a redundar en una pérdida de la
respuesta vasodilatadora y van a favorecer un fenotipo protromboético y

proinflamamtorio.

No obstante, los distintos estudios que han evaluado estrategias de reduccion
de los niveles de Hcy en la poblacién de dialisis han demostrado resultados no
concluyentes respecto el objetivo de lograr una reduccién significativa de

eventos cardiovasculares en los pacientes con ERC (118).

2.3.2.5 Hiperuricemia

El acido urico es el producto final del metabolismo de las purinas y se forma a
partir de hipoxantinas y xantinas. Al ser la excrecion renal su principal via de
eliminacion, en la ERC, se van a encontrar frecuentemente elevados sus
niveles. Su papel como factor de riesgo CV continua siendo hoy en dia
controvertido, mas cuando el propio acido urico es uno de los antioxidantes

presentes en el plasma (efecto paradgjico).

Los mecanismos implicados a nivel endotelial que se contemplan como
responsables de su efecto nocivo incluye la activacion del SRAA, activacién de
la NADPH oxidasa, estimulacion de distintas quimiocinas proinflamatorias,
disminucién de la disponibilidad del NO y la activacibn de mediadores

vasoconstrictores (120).
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2.3.2.6 Actividad del SRAA y del sistema simpatico

La ERC se caracteriza por presentar un aumento de la actividad tanto del
sistema nervioso simpatico (SNS) como del SRAA. Ambas situaciones
comparten mecanismos comunes que se han relacionado con un aumento del
riesgo CV, tanto en la poblacion general, como en el subgrupo de enfermos
con ERC, destacando la inflamacion, el incremento del OS y la disminucion del
NO (121,122).

2.3.2.7 Hipercoagulabilidad

La mayor tendencia al estado de hipercoagulabilidad presente en la ERC se
explica por la confluencia de varios factores que modifican el equilibrio entre los
sistemas procoagulantes y anticoagulantes, a favor de los primeros.
Las plaquetas expresan mas fosfatidilserina asi como mas P-selectina y
receptores del fibrinogeno PAC-1, lo que les confiere una mayor reactividad y
una mayor facilidad para formar agregados con leucocitos. En la ERC existe
una elevacion del los niveles de fibrindgeno, FVW, de los factores de
coagulacion Xllg, VIl 'y Vll,, de la proteina C activada y los complejos trombina-
antitrombina y del D-dimero. La actividad anticoagulante de la antitrombina esta
disminuida y los niveles del inhibidor de la fibrindlisis, del inhibidor del activador
del plasmindgeno (PAI-1) estdan aumentados y hay una inhibicion de la
plasmina por aumento de los niveles de Lp(a). Todo ello supone que el coagulo
de los pacientes con ERC sea mas rigido, menos permeable y menos
susceptible a fibrindlisis, asociandose a un peor prondstico. Estos cambios
observados se correlacionan con el grado de deterioro de la funcién renal
(123).

La inflamacion y el estrés oxidativo, por su importancia e implicacion en la DE

y, por lo tanto, en el desarrollo de la enfermedad CV, se tratan conjuntamente

en el siguiente capitulo.

33



INTRODUCCION

2.4 INFLAMACION y ESTRES OXIDATIVO

Existe una estrecha relaciéon entre inflamacion y OS. Resulta imposible
separar ambos fendmenos que se encuentran marcadamente incrementados
en la ERC. Actuan como factores de riesgo CV al estar ambos directamente
implicados en la DE. La uremia es causa de inflamacion y esta, a su vez, un
potente estimulo para potenciar el OS. Al mismo tiempo, la propia ERC o los
tratamientos de diadlisis son causa de OS y éste un potente estimulo

inflamatorio (43).

2.4.1 INFLAMACION

El proceso de inflamacion es la consecuencia de la respuesta de defensa del
organismo a la presencia de uno o varios agentes perniciosos con el objetivo
de alcanzar su eliminacion o neutralizacién. Lo que en un principio supone un
efecto beneficioso, se convierte en perjudicial cuando la elevacién de las
citocinas proinflamatorias persiste en el tiempo, tal como sucede en la ERC
(124,125).

En la ERC existe un estado proinflamatorio crénico, tal como se deduce de los
niveles aumentados de los distintos biomarcadores disponibles para su
medicidn, ya sea como consecuencia de un aumento de su produccién o por
un descenso de su eliminacién debido a la reduccion de su aclaramiento renal
(126).

Son varios los marcadores séricos de inflamacion que se encuentran elevados
en la ERC. En la practica habitual el mas utilizado para cuantificar el grado de
inflamacion es la determinacion de proteina C reactiva (PCR), una proteina
reactante de fase aguda, gracias a su reproducibilidad, bajo coste y facil
disponibilidad. No se disponen de valores de referencia de PCR para los
pacientes con ERC pero si parece que los niveles estan, por lo general, por
encima de los valores de referencia de la poblacién general (126). Su sintesis a

nivel hepatico es en respuesta a la presencia en sangre de citocinas
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proinflamatorias circulantes, especialmente la Interleucina 6 (IL-6), el Factor de

Necrosis Tisular alfa (TNF-a) y la Interleucina 1 (IL-1).

Son varias y diversas las circunstancias que participan en la perpetuacion del

ambiente inflamatorio en la ERC:

Acumulo de toxinas urémicas y acidosis metabdlica:

La ERC esta asociada irremediablemente al acumulo de distintos productos
como consecuencia de la incapacidad de ser excretados adecuadamente por el
riAdn o por las técnicas de didlisis. Interfieren en el normal funcionamiento de
los distintos 6rganos y sistemas biolégicos, entre los que se encuentra el
endotelio vascular (1,2). De las toxinas acumuladas, estan adquiriendo de
manera creciente, una mayor relevancia el papel que puedan jugar las toxinas
urémicas originadas en la microflora intestinal y que se acumulan en la ERC
(indoles, fenoles o trimetilamina-N-6xido), asi como por el aumento de la
permeabilidad intestinal asociado a la ERC, que permite el paso al plasma de

endotoxinas o productos de origen bacteriano (127,128).

Una de las teorias que adquiere cada vez un mayor protagonismo es el de
considerar que las toxinas actuarian como DAMPs (damage-associated
molecular patterns) lo que se favoreceria la activacion cronica del sistema
inmunitario, al ser interpretados como una noxa o sefial de alarma, activando y

perpetuando la respuesta inflamatoria (129).

Ademas, el disbalance entre la excrecion y el balance positivo de H' y la
reduccién de produccién de bicarbonato a nivel renal, favorece el desarrollo de
acidosis metabdlica que también participa en la activacion de la respuesta

inflamatoria (1,2).
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Aclaramiento renal disminuido de citocinas inflamatorias o

proinflamatorias:

Este hallazgo es incluso detectable en etapas iniciales de pérdida de la FR
existiendo una correlacion entre la pérdida de FR y el grado de inflamacién y
OS. Se establece asi un circulo vicioso: a mayor pérdida de funcion renal,
mayor estado inflamatorio que, a su vez, acelera la caida de la FR (130,131).

Estrés oxidativo:

Estd marcadamente aumentado en la ERC, guardando relacién con la
progresion de la ERC (132). Es un potente estimulo de produccién de diversas
citocinas proinflamatorias por parte de las células del sistema inmunitario (133)
y del endotelio vascular, destacando el papel del factor de transcripcion NFkB

como nexo entre inflamacién y el OS.

Productos avanzados de la glicosilacion (AGES):

Los AGEs se encuentran aumentados tanto como consecuencia de su mayor
sintesis como por la incapacidad de las técnicas de dialisis de eliminarlos. En
el caso de la DP el uso de soluciones hipertdnicas o bioincompatibles
aumentaria su sintesis y su absorcion a través de la membrana peritoneal.
Los AGEs, ya sea por interaccion con sus propios receptores, o a través de los
TLR4, participan en la activacion de la cascada inflamatoria (134). Pero, a su
vez, la propia inflamacién esta implicada en la sintesis de los AGEs (135),

perpetuando asi un circulo vicioso.

Modalidad de dialisis:

La dialisis estimula el proceso inflamatorio. En el caso de la HD, por exposicion
de la sangre a filtros poco biocompatibles (136) y al liquido de dialisis,

especialmente cuando éste no es un liquido ultrapuro (libre de endotoxinas)
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(137-140). El uso de catéteres o fistulas protésicas como accesos vasculares
es otro estimulo de inflamacion. En la DP, la exposicién a las soluciones de
dialisis (especialmente si son soluciones bioincompatibles) es también una

causa de inflamacion (126).

Infecciones:

Los agentes infecciosos estimulan la cascada de respuesta inflamatoria (141).
No es nada infrecuente en la poblacion de dialisis que la periodontitis pase
desapercibida, siendo éste un foco importante de infeccion cronica e

inflamacion mantenida (142).

Sobrehidratacion:

La hipervolemia es una situacion muy frecuente en la poblacion de dialisis,
tanto en HD como en DP, Ademas de las consecuencias mecanicas sobre el
sistema CV, como la HVI e HTA, el edema presente en la pared de la mucosa
intestinal favorece la translocacién bacteriana y, con ello, la exposicion del

sistema inmunitario a distintos estimulos proinflamatorios (143).

Sindrome de intolerancia al injerto renal:

Se trata de una causa nada infrecuente de estimulo inflamatorio de los

pacientes que regresan a dialisis tras la pérdida de un injerto renal (144).

La inflamacion mantenida en el tiempo, tal como sucede en la ERC esta
claramente asociada a un aumento del riesgo CV (126). La PCR elevada
predice la mortalidad total y CV en pacientes en HD: los pacientes con
valores basales de PCR mas elevados tienen un riesgo relativo 2,4 mas alto
de muerte y un riesgo 1,7 mas alto de muerte CV (p < 0,0001). La PCR
elevada es el mayor predictor de mortalidad junto con la edad y la
enfermedad CV previa (145).
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La inflamacion es capaz de activar multiples mecanismos que al final van a
tener un impacto directo sobre la DE vy, por lo tanto, sobre la afectacion

macro y microvascular en la ERC (146). A continuacién se resumen:

1. Aumento de la expresion de las moléculas de adhesion en la superficie

celular.

2. Liberacion de la citocina quimiotactica de los monocitos (MCP-1), que
atrae los leucocitos para atravesar la barrera endotelial y favorecer su

localizacion en el subendotelio.

3. Liberacién de endotelina 1, potente vasoconstrictor y promotor, por si
mismo, de la expresion de moléculas de adhesién y de MCP-1 en las
CE.

4. Inhibicion de la expresion de la eNOS y neutralizacion del NO

producido.

5. Al menos in vitro, la PCR regula al alza los receptores AT1 e
incrementa la proliferacion y la migracion dependiente de la

angiotensina Il de las células musculares lisas vasculares.
6. Incremento de la produccion de ROS.
7. La calcificacién vascular.

8. Liberacién, por distintas vias y mecanismos, de distintas citocinas
proinflamatorias con impacto local y sistémico, retroalimentando el

fenémeno inflamatorio.
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2.4.2 ESTRES OXIDATIVO

El OS es la consecuencia del desequilibrio entre la generacion en exceso de
compuestos oxidados: especies reactivas de oxigeno (ROS) y de especies
reactivas de nitrogeno (RNS) y la insuficiente neutralizaciéon de los mismos por
parte de los distintos sistemas antioxidantes del organismo. En condiciones
fisiologicas, es necesaria una moderada generacion de ROS/RNS, por su papel
primordial como segundos mensajeros, regulacion de sefales de transduccién
celular y participacion en los mecanismos de defensa celular como, por

ejemplo, para hacer frente a las infecciones (147-149).

El medio urémico es un claro modelo de OS ya que en él existe un
desequilibrio entre los factores pro y antioxidantes, debido a un acumulo y
produccion exagerada junto con unos sistemas antioxidantes que son
incapaces de compensar. Las toxinas urémicas (1) pueden actuar como
desencadenantes del OS pero a la vez actuar como sustrato para reacciones
de oxidacion con el potencial efecto lesivo de las mismas. Ademas, el
tratamiento con didlisis juega también su papel en el mantenimiento y
perpetuacion del OS, aunque no hay unanimidad para afirmar que haya
diferencias significativas entre la HD o la DP (150,151). El hierro endovenoso
administrado a los pacientes de dialisis, especialmente algunas de sus
presentaciones mas inestables, podrian tener un impacto en el desarrollo del

OS a través de la liberacion del hierro no ligado a transferrina (152).

A nivel celular, la formacion de ROS y RNS es un hecho constante a partir de
reacciones de oxidacion que se generan durante los procesos normales del
metabolismo aerdbico, a través de reacciones enzimaticas y no enzimaticas.
Estas reacciones tienen lugar a nivel de la membrana celular y en el propio
citoplasma, en mitocondrias, peroxisomas, lisosomas, y reticulo
endoplasmatico, siendo en las mitocondrias donde su produccién es mayor;

mediante la participacion de distintos sistemas enzimaticos (153).
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Los radicales libres son especies quimicas que poseen en su capa electronica
mas externa uno o mas electrones desapareados, que se caracterizan por
tener una alta afinidad por otro elemento con un electrén desapareado y que
quimicamente se representan por (-) (153). Los electrones ocupan regiones de
los atomos o moléculas que se conocen como orbitales. En cada uno de ellos
puede haber como maximo dos electrones, cada uno de ellos con un sentido
de giro (spin) opuesto al otro. A los dos electrones de un orbital se les conoce
como electrones apareados en contraposicion de aquella situacion en la que
solo hay uno (153). Cuando se encuentran dos radicales libres pueden
combinar sus electrones no pareados formando un enlace covalente. Un radical
libre también puede donar su electrén no apareado a un compuesto no radical
o bien apropiarse de un electron de otra molécula para formar su par
electronico. Lo que sucede entonces es que el radical deja de serlo y, la otra
molécula se transforma en un radical o que permite iniciar y perpetuar una

cadena de reacciones (153).

Radicales libres Nombre completo
-0y anion superoxido
-OH radical hidroxilo
NO- 6xido nitrico
NO2- diéxido de nitrégeno

No radicales Nombre completo

H,0, peréxido de hidrégeno
HOCI acido hipocloroso
OONO peroxinitrito
O3 0zono
O, oxigeno
HNO, acido nitroso
N,O3 tridxido de dinitrégeno

Tabla 7: Principales especies reactivas de oxigeno (ROS) y de nitrégeno (RNS).

En la mayoria de las células aerobias, el 90% del oxigeno consumido es
reducido a agua por el sistema respiratorio mitocondrial. No obstante,
pequefias cantidades de oxigeno, pueden ser metabolizadas por otras vias, en
las que la molécula de oxigeno acepta un electron por vez, generando distintos

compuestos intermedios toxicos.
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e e+2H" e+H* e +H*

0, —0,—— Hzoz\i-OH >H,0

H,0

Figura 13: Formacion de ROS a partir de una molécula de O,

El -O," se genera en la mayoria de las células aerobias por transferencia de un
electron al oxigeno molecular como producto colateral del transporte
electronico. Las enzimas cuya actividad normal pueden generar -O,” ademas

de la cadena respiratoria mitocondrial son:

Nicotinamida adenina dinucleétido fosfato (NADPH) oxidasa:

Estan identificadas 5 tipos de NADPH oxidasas (NOX) y dos formas
duales (DUOX1-2 y DUOX1). La isoforma NOX4 es la que
mayoritariamente se encuentra en el endotelio vascular. En condiciones
normales la actividad basal de NOX es baja, pero son varios estimulos o
situaciones que pueden incrementar su actividad: distintas citocinas,
uremia, por accion de la angiotensina Il, hiperglucemia o hiperlipemia
(154,155).

Xantin oxidasa:

Estd enzima puede tener una actividad dual actuando como xantin
dehidrogenasa (XDH) o como xantin oxidasa (XO). En condiciones
fisiolégicas, la XDH a partir de la hipoxantina o xantina como sustrato y
NAD" como cofactor produce acido urico y NADH. En situaciones de
inflamacion, en la uremia o por ejemplo debido a cambios
translacionales la XDH se convierte en XO aumentando su afinidad para
el O, como cofactor, generando entonces acido urico y ‘O / HyO,
(156).
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Sintasa del 6xido nitrico (NOS):

En los mamiferos hay identificados dos tipos: la constitutiva con dos
isoformas, la neuronal (nNOS) y la endotelial (eNOS). Esta ultima es la
mayoritaria en el endotelio vascular (157). Estas son dependientes del
complejo calcio-calmodulina. El tipo inducible (iNOS), se encuentra en
los macrofagos, y se activa por citocinas o endotoxinas bacterianas

siendo independiente del Ca ™.

En condiciones normales, la NOS metaboliza la L-arginina a L-citrulina y
NO con la participacion necesaria de la NADPH y el oxigeno como co-
sustratos. Para el correcto funcionamiento de la NOS es imprescindible

la participacién como cofactor de la tetrahidrobiopterina (BH4) (158).

En condiciones no fisiolégicas, como la ERC. caracterizada por el
acumulo de distintas toxinas, como el indoxil sulfato, o el aumento de
ADMA (su eliminacion es fundamentalmente renal y las técnicas de
dialisis resultan insuficientes para alcanzar un aclaramiento adecuado),
o el déficit de BH4 y/o de L-arginina, la NOS produce ROS/RNS por si
misma, situacion que se conoce como “NOS desacoplada” (159,160). En
este contexto la transferencia de electrones dentro del sitio activo no
estd unida a la oxidacion de L-arginina y el oxigeno se reduce
generando ‘O, (158), que se combina rapidamente con NO produciendo
OONO'. La generacion de ROS/RNS perpetua a su vez el
desacoplamiento de la NOS mediante reacciones de oxidacion de la
BH4 o de las enzimas proteina arginina N-metiltransferasa (PRMT) o de
la dimetilarginina dimetilaminohidrolasa (DDAH), incrementando los
niveles de ADMA al estar inhibida su degradacion (158).
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Mieloperoxidasa (MPO):

Esta enzima es muy abundante en los granulos leucocitarios y participa
en la formacién de HCIO a partir de H,O, y la oxidacién de haluros. La
degranulacion de la MPO a nivel extracelular provoca que la oxidacion
no afecte solo a los haluros, sino que ademas se oxiden otros sustratos.
La MPO participa activamente en la oxidacion de las LDL y varios
estudios han demostrado que los niveles de MPO circulantes y
moléculas derivadas de la oxidacion por MPO se correlacionan con

enfermedad coronaria y eventos vasculares en la ERC (161,162).

Otras enzimas:

Hay otras enzimas que contribuyen en menor proporcion a la generacién
de ROS/RNS: la prostaglandina sintetasa, la lipooxigenasa, la
flavoprotein deshidrogenasa, la ciclooxigenasa, los citocromos y la lisil
oxidasa (162,163).

Otras fuentes no enzimaticas:

La polucién ambiental, el tabaquismo, la exposicion a metales pesados o
disolventes industriales, la radiacion o el alcohol son otras posibles
fuentes de ROS/RNS por ejemplo mediante la participacion de enzimas

como la hidroperoxidasa o la ferroxidasa (164).

Los ROS/RNS son muy inestables y de vida media muy corta lo que dificulta su

medicion directa. Por este motivo, es preferible medir los productos finales de

oxidacion de lipidos, proteinas, aminoacidos o las alteraciones sobre el DNA

que genera el OS (165-167) y que estan presentes en los pacientes ERC
(168-172).

En la tabla que sigue, se presentan los principales productos finales de

oxidacion.
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Productos finales de oxidacién

Abreviatura

Peroxidacién lipidica

LDL oxidada OxLDL
Malondialdehido MDA
4-hidroxinoneal 4HNE
Acido tiobarbiturico TBARs
Oxidacion del acido araquidénico

Fo-isoprostanos 8-iso-PGF,a
Dafio del DNA

8-oxo-7,8-dihidroguanina 8-oxo0-G

8-hydroxy-2’-deoxiguanosina

8(0OH),2-ox0-dG

Oxidacion proteinas y aminoéacidos

Productos avanzados de la oxidacion proteica | AOPP
Proteinas carbamiladas

Productos finales avanzados de glicosilacién | AGEs
Hidroxileucina OH-Leu
Hidrovalina OH-Val
3-nitrotirosina 3-N-Tyr
3-clorotirosina e-Cl-Tyr

Tabla 8: Principales productos finales de oxidacion.

Los organismos vivos posen distintas vias para contrarrestar el OS mediante

los sistemas antioxidantes (enzimaticos y no enzimaticos), ya sea frenando su

produccion o convirtiéndolos en elementos menos reactivos y, por lo tanto

menos daninos.

Los antioxidantes enzimaticos se dividen en primarios o constitutivos:

superoxidodismutasa (SOD), catalasa (CAT), glutation peroxidasa (GPX),

tioredoxina (TRX), y los elementos de respuesta antioxidante (AREs) (148).

Superoxido dismutasa (SOD):

Existen 3 isoenzimas que se diferencian por su estructura y por el

ion metalico presente en el centro activo. La SOD-Cu,Zn expresada

basicamente en el citosol pero también en el nucleo, lisosomas y

peroxisomas, SOD-Mn expresada en la matriz mitocondrial y la

SOD-Cu,Zn-EC que se expresa en el espacio extracelular. Esta

enzima convierte -O," en Hy0».

[2:02° +2H" > H,0, + O9]
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Catalasa (CAT):

Actua directamente sobre el H,O, convirtiéndolo en H,O y O, y se

encuentra ubicada principalmente en los peroxisomas.

[2H202 ->2 H,0O +Oz].

Glutation peroxidasa (GPX):

Se ftrata del sistema antioxidante constitutivo mas importante.
Localizada predominantemente en el citoplasma y mitocondrias. Hay
dos isoenzimas, una de ellas requiere selenio y utiliza como sustrato
el H,O;, [2 GSH +H,0, 22 H,O +GSSG], igual que la CAT, pero con
un papel muy superior a ésta, porque se activa con niveles mas bajos
de H»O, La otra isoenzima, que no lo requiere, cataliza la
degradacion de los peroxidos organicos, especialmente los
lipoperoxidos [2 GSH +ROOH >ROH +H,0 +GSSG].

La reduccion del H,O, esta acoplada a la oxidacion del glutation
reducido (GSH) generando glutation oxidado (GSSG). La
regeneracion de este ultimo tiene lugar mediante la enzima glutation
reductasa (GR) que requiere como coenzima la NADPH que se
provisiona a partir del metabolismo de la glucosa a través del ciclo de
las pentosas, sobretodo por Ila enzima glucosa-6-fosfato-
deshidrogenasa (G6PD). En menor medida, los H,O, también se

pueden eliminar por accion de la glutation-S-transferasa.

0O, e . _-2..: ....... * H Of'""I"’ H,0+ 0,

/- GSH NADP
\ GR G6PD
/\) GSSH NADPH
H,0

Figura 14: Integracion de los tres principales sistemas antioxidantes constitutivos: GPX, SOD y CAT.
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Tioredoxina (TRX):

Su actividad antioxidante se basa en la capacidad de intercambio de
un grupo tiol-disulfuro en la cisteina que forma parte de su
composicion. Requiere la participacion de la flavoenzima tioredoxina
reductasa en la que participa como cofactor necesario la NADPH

para mantener su estado reducido.

Elementos de respuesta antioxidante (ARES):

Incluyen un grupo de enzimas de efecto antioxidante, cuya expresion
esta inducida genéticamente, por accion del factor de transcripcion
nuclear factor erythroid 2-related factor 2 (Nrf2) a partir de estimulos
inflamatorios o0 de estados de OS, y que pueden inactivar
directamente oxidantes, incrementar los niveles de GSH o estimular
la sintesis de NADPH. De estas enzimas destacan la
Hemoxigenasa-1 (HO-1) y la NADPH quinona oxireductasa (NQO-1)
(173).

Los antioxidantes no enzimaticos se caracterizan por tener un bajo peso
molecular y se encuentran en: plasma, espacio intra y extracelular,

lipoproteinas y membranas celulares (174-177).

Glutation (GSH):

Es el principal antioxidante soluble. EI GSH reducido es un tripéptido
formado por glutamato, cisteina y glicina. Contiene un grupo tiol (SH)
que es el principal responsable de su capacidad antioxidante y depende
de la actividad de la glutation sintetasa (GSHx) para su regeneracion. La
oxidacion del GSH implica la union de dos moléculas a través del grupo
tiol. Juega un papel fundamental en la detoxificacion del H,O, y de los

peroxidos lipidicos.
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Antioxidantes procedentes de la dieta:

Estos pueden ser hidrosolubles, como el acido ascoérbico o vitamina C, o
los polifenoles, como el grupo de los flavonoides (176,177), que son los

mas estudiados y que se detallaran mas adelante.

Del grupo de los liposolubles destaca al a-tocoferol o vitamina E y la
vitamina A (175,176).

Otros antioxidantes:

El complejo albumina-bilirrubina o la propia albumina por si misma, la
ferritina, la lactoferrina, la glucosa o el propio acido urico tiene cierta
capacidad de amortiguacion del OS, aunque con un impacto residual
(178,179).

De manera esquematica en la siguiente figura se resume las principales

reacciones oxidantes / reacciones antioxidantes.

Mitochondrial respiration
NADPH oxidase

Xanthine oxidase H,0+0,
Cyclooxygenase v
Lipoxygenase

Cytochrome p450

Nitric oxide synthase Catalase

0" H,0, 7| OH'

NO*

Glutathione
peroxidase

ONOO~

Figura 15: Principales reacciones prooxidantes-antioxidantes. Biswas SK. Does the
Interdependence between Oxidative Stress and Inflammation Explain the Antioxidant Paradox?
Oxid Med Cell Longev. 2016. DOI: 10.1155/2016/5698931 (Con permiso de reproduccion).
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El OS en que se encuentra inmerso el paciente con ERC va a tener una serie
de consecuencias que se traducen en un impacto directo sobre el riesgo CV,
especialmente por su efecto directo sobre la DE y el estrecho vinculo con la

inflamacion (180).

El OS es un potente estimulo para la activacion del factor de transcripcion
NFkB. Este se encuentra implicado en la expresidon génica de citocinas
proinflamatorias, proteinas implicadas en la cascada inflamatoria, moléculas de
adhesion, receptores y microRNAs (180,181). También el OS es capaz de
activar a través del receptor TLR4, el complejo inflamasoma NLRP3 (182,183),
lo que provoca una activacién de la cascada inflamatoria con liberacién de
distintas citocinas proinflamatorias. A su vez las propias citocinas
proinflamatorias, como por ejemplo la IL-6, IL-8 (184), potencian el OS
mediante la sobreexpresion y activacion de la NOX4 (185), entrando asi en un

circulo de activacion permanente.

Primary disorder Primary disorder

oxidative stress inflammation

NF-xB Cytokine/

activation chemokine

ROS production
and antioxidant

depletion

Cytokine/ NF-xB

chemokine activation

[nflammation Oxidative stress

secondary disorder secondary disorder

Figura 16: Interdependencia del OS vy la inflamacién. Principales reacciones prooxidantes-
antioxidantes. Biswas SK. Does the Interdependence between Oxidative Stress and Inflammation
Explain the Antioxidant Paradox?. Oxid Med Cell Longev. 2016. DOI: 10.1155/2016/5698931(Con
permiso de reproduccion).
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Ademas de la estrecha relacion entre inflamaciéon y OS (180) cabe destacar, a

modo de resumen, otros efectos directos como consecuencia de la presencia

de un exceso de ROS/RNS y que sin duda puede explicar la relacién entre
enfermedad CV y OS en los pacientes con ERC (119,186,187):

a)

f)

g9)

El OS es uno de los mas potentes inductores de cambios
epigenéticos sobre el genoma o de dafio directo sobre el ADN. En
algunos casos, por ejemplo, las modificaciones del ADN se
convierten en potentes activadores del factor de transcripciéon NFB,
y en otros casos se convierten en promotores de la senescencia

celular.

Desencadenan el proceso de lipoperoxidacion y formacion de las
LDL oxidadas y la expresion de su receptor LOX-1 en macréfagos,

favoreciendo la formacién de las células espumosas.

Alteran el metabolismo celular (aumento del Ca™ libre intracelular, lo
que conlleva la activacion de proteasas, alteracion de
proteinquinasas, alteracion de la sintesis de receptores de
membrana, dafio en los transportadores de membrana y alteracion

de otras proteinas especificas).

Modifican la expresion génica de varias moléculas (eNOS, VCAM-1,
MCP-1, entre otras).

Favorecen la agregabilidad plaquetaria.
Inhiben la respuesta vasodilatadora mediada por el NO.

Desacoplamiento de eNOS que a su vez genera mas ROS vy

peroxinitritos.
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2.5 ENDOTELIO

2.5.1 ENDOTELIO NORMAL

El endotelio vascular recubre la superficie interna de los vasos. Tiene un grosor
de entre 10-50 ym y esta constituido por billones de células endoteliales (CE)
dispuestas en una monocapa. Se estima que puede llegar a tener una

superficie de hasta 1500 m? y un peso que podria alcanzar entre 1-2 Kg (188).

Figura 17: Aspecto de CE a partir de un cultivo de células procedentes de HUVECs. Tinciéon hematoxilina-eosina.

La CE se caracteriza por presentar una morfologia que varia en funciéon del
territorio vascular que esta recubriendo. Va desde una morfologia aplanada a
una morfologia cuboidal. Sus dimensiones mas comunes son: 50 ym de largo,
10 ym de ancho y 0.2 um de alto, orientadas longitudinalmente al flujo
sanguineo. La CE esta anclada sobre el subendotelio, que esta formado por la
matriz extracelular (MEC) sintetizada, en parte, por la propia CE.
La composicion de la MEC, puede variar atendiendo a la ubicaciéon pero en
general destaca la presencia de colageno, laminina, vitronectina, fibronectina,
FvW, factor tisular (FT), fibras musculares lisas y actina. El subendotelio, debido
a su composicion se convierte en una superficie que posee caracteristicas
trombogénicas pero que, en condiciones normales no queda expuesto ni
interactua con los elementos formes de la sangre. Cuando se produce una

disrupcion o disfuncién del endotelio vascular, la interaccion del mismo con las
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plaquetas, asi como la accion de las propias CE, ponen en marcha los

mecanismos implicados en la hemostasia primaria y secundaria (189).

El endotelio tiene una capacidad de reparacion y regeneracion continua.
Ademas de la proliferacion de las células endoteliales adyacentes, se ha
descrito la presencia de células progenitoras endoteliales circulantes (EPCs),
que pueden ser movilizadas desde la médula 6sea en respuesta a distintos
estimulos (p.e citocinas, isquemia) y cuya funcion es la reparacion del endotelio
lesionado (190).

El endotelio muestra una notable heterogeneidad estructural en funciéon del
lecho vascular que se considere: en algunos territorios, las CE estan
estrechamente interconectadas con las adyacentes mediante uniones
intercelulares por proteinas de adhesién de la familia de las cadherinas y estan
sobre una membrana basal continua (endotelio continuo), mientras que en otros
territorios existen espacios y hendiduras intercelulares importantes y la
membrana basal presenta irregularidades (endotelio discontinuo). Esta

variabilidad no sélo es estructural sino también funcional (191).

Tradicionalmente, se le habia considerado una barrera inerte a los elementos
de la sangre. Hoy se sabe que es un potente interfaz biolégicamente activo y
con multiples funciones. EIl endotelio, por su situacion, ejerce un efecto sensor
y efector (192).

El endotelio sensa los estimulos de las células y tejidos circundantes y del
torrente sanguineo mediante receptores transmembrana para numerosas
moléculas, incluidas proteinas, particulas transportadoras de lipidos,
metabolitos y hormonas; asi como a través de proteinas de unién especificas y
receptores que regulan las interacciones célula-célula y célula-matriz
extracelular. Los estimulos incluyen mediadores solubles, contactos celulares,
cambios hemodinamicos (estrés de cizallamiento), de temperatura, pH o de la

oxigenacion (192).
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Podemos resumir las principales funciones del endotelio en (190-193):
a) Favorecer la circulacién y la fluidez del flujo sanguineo.

b) Proporcionar una tromborresistencia entre la sangre y los tejidos
subendoteliales, que son potencialmente trombogénicos. En
condiciones basales, las plaquetas no interactuan con el endotelio y

se impide la activacion del sistema de coagulacion.

c) Producir NO. Su funcién va mas alla de su efecto vasodilatador: tiene
funciones antiproliferativas, antiadhesivas, y antiinflamatorias,
disminuye la permeabilidad capilar, inhibe la adhesion y agregacion
plaquetarias, la adhesién de monocitos, reduce la expresion de factor
tisular y de moléculas de adhesién por citocinas o endotoxinas y
también tiene reconocido su papel en la regulacion de la rigidez de
las grandes arterias. De aqui que una disminucion en su funcién o
disponibilidad, como ocurre en l|la DE, aumente el riesgo

cardiovascular.

d) Regular el tono vascular pues tiene la capacidad de liberar sustancias
vasodilatadoras, como el NO, la prostaciclina y la bradiquinina o la
liberacidon de sustancias vasoconstrictoras, como la endotelina, la

angiotensina Il o el tromboxano A2.

e) Participar directamente en la regulacion de la hemostasia destacando
la produccion del FvW y del FT.

f) Regular la permeabilidad vascular, la adhesidn y transmigracion
celular, el crecimiento y migracion de la fibra muscular lisa vascular

subyacente y la angiogénesis.

g) Contribuir al balance entre mediadores pro y antiinflamatorios locales.
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h) Participar en la respuesta inmunitaria: mediante la expresion en la
superficie de la membrana, entre otros, de receptores de la familia
Toll-like (TLR) que, tras su activacion, son capaces de poner en
marcha varias vias de senalizacion y estas a su vez promover la

liberacion de mediadores inflamatorios.
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2.5.2 DISFUNCION ENDOTELIAL

La DE se define como la pérdida de las funciones normales del endotelio,
como consecuencia de la incapacidad del mismo para adaptarse a la
exposicidon croénica a un entorno que le resulta hostil, tal como pudiera ser el

medio urémico, en el caso concreto de la ERC.

La persistencia en el tiempo de distintos estimulos conlleva la pérdida de las
funciones fisiologicas y alteraciones morfolégicas que precipitan al desarrollo
de un estado patologico con las correspondientes consecuencias clinicas
tanto a nivel macrovascular - aterosclerosis y arteriosclerosis - como a nivel de

alteraciones microvasculares (194).

El ambiente inflamatorio crénico y prooxidante, propicia mediante la activacion
de las CE y la puesta en marcha de una cascada de fendmenos de distinta
indole, la pérdida de las funciones normales: tono vasomotor, cambios en el
balance hemostatico, aumento de la adhesion y transmigracion de leucocitos
(diapédesis) hacia el espacio subendotelial, pérdida de la funcion de barrera y

aumento de la apoptosis.

Los principales mecanismos y consecuencias implicadas en esta disfuncién

son:

Sobreexpresion de moléculas de adhesion

Las CE tienen la capacidad de expresar en su membrana celular distintas
glicoproteinas que funcionan a modo de moléculas de adhesion. Esta
expresion permite la interaccion de las mismas con otros elementos celulares -
p.e leucocitos, plaquetas, otras células endoteliales o con el espacio
extracelular (195).

De la familia de las selectinas se conoce que la CE expresa P-Selectina y E-
Selectina, favoreciendo ambas la adhesidon débil de los leucocitos circulantes a
la CE, lo que favorece una disminucién de la velocidad de los leucocitos que
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estan circulando y esto potencia el contacto con las CE mediante el efecto
“rolling” (196).

De la familia de las integrinas, las subfamilias 1 y B3 se expresan en la CE.
La B1 favorece la adhési a la matriz extracelular y la B3 favorece la
agregacion plaquetaria. La subfamilia 2, se expresa solo en la superficie
leucocitaria, pero interactuan con la CE (197).

De la familia de las inmunoglobulinas estan identificadas tres tipos (198):

VCAM-1: “vascular cell adhesion molecule”, que no se expresan de
manera constitutiva en la CE sino en respuesta a distintas citocinas, y

que usan como ligando las integrinas leucocitarias.

ICAM-1: “intercellular adhesion molecule” que favorecen la diapédesis
de leucocitos.

PECAM-1: “platelet-endotelial cell adhesion molecule”, que participan
también en la migracién de los leucocitos. La expresion se regula por la

accion de varias citocinas proinflamatorias.

(a) Leukocyte rolling (b) Leukocyte arrest
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Figura 18: Representacion grafica interaccion leucocitos con la célula endotelial. Takada Y, Ye
X, Simon S. The integrins. Genome Biol.2007; Volume 8, Issue 5, Article 215 (con permiso de
reproduccion).
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La familia de las cadherinas esta representada en el endotelio vascular por la
VE-cadherina “vascular endothelium-cadherin®. Interviene en la union
intercelular entre células del mismo tipo y también estan implicadas en la
regulacion de la migracién celular y de la permeabilidad del endotelio
(199,200).

Sobreexpresion de receptores Toll-Like (TLR) y de los inflamasomas.

Los TLR son receptores transmembrana que estan presentes tanto en las
células del sistema inmunitario, como en las células endoteliales (201). Estos
receptores tienen la capacidad de identificar distintas moléculas que actuarian
a modo de “sefales de peligro”, que incluyen distintas citocinas, productos de
degradacion celular o toxinas exdgenas o endogenas y que se conocen como
PAMPs o DAMPs (201,202). El mas estudiado es el TLR4 cuya estimulacién
induce la activacion del factor de transcripcion NFkB y con ello la expresion de
genes productores de distintas citocinas inflamatorias (129). Ademas, la
activacion de los TLR incrementa la produccion de ROS, amplificando la

respuesta inflamatoria (203).

Los inflamasomas son complejos multiproteicos, de localizacion intracelular y
con capacidad de activarse mediante los PAMPs o DAMPs, y por el OS a
través de la activacién de los receptores tipo TLR. EI mas estudiado es el
NALP3 o NLRP3 “NATCH, LRR and pyrin domain containing protein” que actua
activando la citocina proinflamatoria IL-13 entre otras, mediada a través de la
Caspasa-1 (204,205).

Aumento de la produccioén de citocinas proinflamatorias.

En situaciones de exposicion cronica a estimulos inflamatorios, no solo las
células del sistema inmunitario tienen la capacidad de producir y liberar
citocinas. Las CE, también tienen esta capacidad, participando entonces en la
perpetuacion y retroalimentacion del proceso inflamatorio al estar implicadas en

la expresién de moléculas de adhesion y con la liberacion de mas citocinas. Por
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su importancia destacan el factor de necrosis tumoral « (TNFa), la interleucina
1 (IL-1) y la interleucina 6 (IL-6) (184).

Biodisponibilidad reducida del NO

En la DE existe una biodisponibilidad de NO disminuida, que junto a un
aumento de la actividad vasoconstrictora de la endotelina 1 y la angiotensina Il
va a favorecer una reduccion de la vasodilatacion. Ademas, como el NO inhibe
la adhesién y agregacion plaquetarias, su biodisponibilidad disminuida aumenta
la trombogenicidad (206). Esta menor biodisponibilidad de NO a su vez puede
regular al alza la expresiéon de VCAM-1 a través de la induccion de la expresion
del factor de transcripcién NF-kB. La disminucion de NO induce la expresion de
MCP-1, que recluta células mononucleares fagocitarias. Los monocitos en el
subendotelio se transforman en células espumosas cargadas de lipidos. Las
LDL oxidadas son captadas por los receptores LOX-1, lo que desencadena una
variedad de efectos: reduce la expresion de eNOS y estimula a su vez la
expresion de moléculas de adhesién. A su vez, la expresion de receptores
LOX-1 puede estimularse por angiotensina Il o endotelina 1. A medida que la
placa aterosclerotica progresa, los macréfagos liberan factores de crecimiento
en la placa que estimulan el crecimiento y migracién de la fibra muscular lisa

vascular y la sintesis de colageno intersticial (206).
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2.5.3 EL ENDOTELIO EN EL ENTORNO UREMICO

La exposicion permanente del endotelio al medio urémico lo convierte en un
excelente modelo de DE. El elevado OS y el ambiente proinflamatorio
perpetuado en el tiempo, va a suponer una pérdida del fenotipo quiescente y
normofuncionante del endotelio para adquirir y mantener un fenotipo
cronicamente activado, con la consiguiente pérdida de las funciones del mismo
(207).

Una de las peculiaridades de la ERC es la capacidad de inducir una
senescencia prematura del endotelio vascular a la par de lo que sucede con el
resto de lineas celulares corporales. Este envejecimiento se presentaria de
forma acelerada como consecuencia del dano inducido por parte de los ROS y
el entorno proinflamatorio permanente asociado a la uremia sobre el genoma

— acortamiento de los telémeros, dafio del DNA, etc. - (187).

Esta senescencia de la CE conlleva asociada una serie de caracteristicas que
exacerba la DE: cambios morfolégicos que supone la pérdida de la normal
configuracion espacial de las mismas adquiriendo una morfologia alargada,
disminucién del tempo de vida, resistencia a la apoptosis, disminucién de la
replicacion del DNA, disminucion de la capacidad de migracion, y la adquisicion
de un fenotipo secretor asociado al estado de senescencia (SASP) que se
caracteriza por un aumento de la secrecidon de factores de crecimiento,

citocinas proinflamatorias y metaloproteinasas entre otras (208,209).

Otra de las caracteristicas que presentan las CE senescentes es la formacion y
liberacion de un mayor numero de microvesiculas endoteliales (EMVs). Estas
ultimas, en condiciones normales juegan un papel esencial como sistema de
senal participando en el mantenimiento de la homeostasis y funciones de los
diferentes elementos que constituyen la pared vascular (209). La mayor
liberacion de EMVs, favoreceria entre otros, la promocién de fendmenos
protrombdticos, una mayor produccion de ROS, perpetuacion del ambiente
inflamatorio, promocién de la calcificacion de la musculatura lisa vascular y de

la angiogénesis (209).
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A continuacion se resefan algunas de las evidencias que apoyan la existencia
de una DE enla ERC:

Evidencias in vivo

Alteracién de la vasodilatacion endotelio-dependiente.

La mayoria de estudios que han evaluado la vasodilatacion endotelio-
dependiente, tanto en predialisis, HD o en DP, ya sea mediante estudios no
invasivos (210-213) o invasivos (214), han demostrado una disminucién de la

respuesta vasodilatadora.

También se ha demostrado que la falta de respuesta vasodilatadora guarda
relacion con la caida del FG y es un predictor de eventos cardiovasculares
(211).

Aumento de los niveles circulantes de las moléculas de adhesién
solubles.

Distintos estudios han demostrado la presencia de niveles circulantes elevados
de moléculas de adhesion ICAM-1, VCAM-1, E-selectina, P-selectina o
PECAM-1 en pacientes con distintos grados de ERC (215,216).

Aumento de los niveles de citocinas circulantes.

Los niveles de las distintas citocinas proinflamatorias circulantes, tales como

IL-1, IL-6 y TNFa entre otras, guardan relacién con el grado de ERC (217,218).
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Alteraciéon de los mecanismos de reparacion endotelial.

En condiciones normales, en respuesta al dafo endotelial, existe una
movilizacion de las EPCs desde la médula 6sea, que juegan su papel en el
retapizado y reparacion de la superficie endovascular, asi como en la
restauracion de la funcion endotelial. Distintos estudios han demostrado una
menor movilizacion de las EPCs en la ERC y éstas, ademas, son
disfuncionantes.

Una explicacion que se propone para explicar este fendmeno es la de la
senescencia acelerada que presentarian los progenitores de las CE en el
entorno urémico, especialmente sensibles a la presencia de ROS (219).
En contraposicion, las células endoteliales circulantes (CEC) se encuentran
aumentadas, traduciendo la disminucién de la adherencia de las CE sobre el
subendotelio y la MEC. Las microparticulas endoteliales circulantes (EMPs),
que se forman a partir de membranas celulares, ya sea por activacion o por

apoptosis de las CE, se encuentran también aumentadas (207,220).

Evidencias In vitro:

Las CE cultivadas en presencia de un medio urémico presentan cambios
morfolégicos, de adhesividad, de crecimiento y de la composicion y

reactividad del subendotelio.

La adhesion de la CE al subendotelio en condiciones de flujo es inferior a las
CE cultivadas en presencia de suero control (221,222). Asimismo, las matrices
subendoteliales generadas por estas CE, que seria el equivalente al
subendotelio vascular, son mas pobres y desorganizadas (221), son mas
trombogénicas y muestran una expresion aumentada de FT y FYW (222-224)
lo que determina que el endotelio en un entorno urémico presente una mayor

trombogenicidad, hipercoagulabilidad y alteracion de respuesta fibrinolitica.

Las CE urémicas presentan un crecimiento mas acelerado y alteraciones

morfoldgicas (225). Respecto el grado de apotosis, resultados de nuestro grupo
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demostrd que no habia un aumento de apoptosis (225), hay otros trabajos que
encuentran un aumento-, quizas traduccién del estado de senescencia de las

CE expuestas al medio urémico (207-209).

Figura 19: Aspecto de un cultivo de CE tras 24 horas de exposiciéon a un medio con suero control (A) y con
suero de paciente con ERC. Serradell M, Diaz-Ricart M, Cases A, Petriz J, Ordinas A, Escolar G. Uraemic
medium accelerates proliferation but does not induce apoptosis of endothelial cells in culture. Nephrol Dial
Transplant. 2003 Jun; 18(6):1079-85 (con permiso de reproduccion).

Aumento de la expresion de moléculas de adhesion en la superficie.

Distintos estudios han demostrado un aumento de la expresion de distintas
moléculas de adhesiéon (VCAM, ICAM-1, E-selectina) de las CE expuestas al
medio urémico (225,226).

La via de sefalizacion del NFkB y la activacién de la mitogen-activated
protein quinasa (MAPK) se encuentran aumentadas en las CE expuestas

al medio urémico.

En concreto, se ha podido identificar un aumento de la expresion del factor de
transcripcion NFkB en CE cultivadas en medio urémico (215,227) y también un
aumento de la fosforilacion de MAPK p24/44 y p38, ambas implicadas en
distintas propiedades del endotelio y en el desarrollo de la aterosclerosis
(215,225).
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Aumento de la expresion del receptor TLR4 y activacion del inflamasoma

NALP3 en CE expuestas al entorno urémico.

El medio urémico resulta ser un potente inductor de la expresion del TLR4 y de
NALP3 en las CE. Ambos tienen una implicacion directa en la promocion de la
respuesta inflamatoria mediante la liberacién de distintas citocinas inflamatorias
(227).

Cambios en el proteoma de las CE en cultivo en medio urémico.

Estudios previos de nuestro grupo permitieron describir cambios en el
proteoma de las CE expuestas al medio urémico, incluyendo incrementos en:
dos componentes del proteosoma “proteosome subunit 3 type 4 precursor’ y
“proteosome activator complex subunit 3”, la HMGB1 y la aldosa reductasa,
todos ellos relacionados con la via de activacion del factor de transcripcion
NFkB (228), asi como aumentos de enzimas antioxidantes. Otros trabajos
también han encontrado otros cambios en la expresion del proteoma de la CE
(119), lo que refuerza la idea de que el entorno urémico induce cambios

epigenéticos que se traducen en una expresion proteica diferenciada.

Las CE expuestas al medio urémico presentan una mayor produccién de
ROS.

El entorno prooxidante de las CE en la ERC determina que presenten una
mayor produccién de ROS (226,227) y ademas presentan una mayor expresion
de los sistemas antioxidantes (GPX, SOD), lo que se atribuye a un intento de

compensacion (228), aunque resultan insuficientes para contrarrestarlo.

En la siguiente figura, a modo de resumen, se muestran algunas de las
alteraciones en la funcion de la CE cuando estas se exponen a distintas toxinas

urémicas (ADMA, AGEs , p-cresol e indoxil sulfato)
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Figura 20: Efecto de las toxinas urémicas sobre la funcién endotelial. Vila Cuenca M, Hordijk PL, Verviloet MG. Most
exposed: the endothelium in chronic kidney disease. Nephrol Dial Transplant. 2019. DOI: 10.1093/ndt/gfz055

(con permiso de reproduccién).
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2.6 POTENCIALES ESTRATEGIAS TERAPEUTICAS

En los ultimos afos, varios grupos han focalizado su esfuerzo en buscar
alternativas terapéuticas para mejorar la DE de los pacientes con ERC. Las
estrategias farmacoldgicas disponibles hasta la fecha (como las estatinas y los
IECAS/ARA Il) que si han demostrado su efectividad en la reduccién de
eventos CV en otros grupos de riesgo, resultan en este subgrupo ineficaces
(21-23). Se ha recurrido a la evaluacién ya sea in vivo o in vitro de varios
compuestos, algunos de ellos con capacidad de disminuir la absorcion
intestinal de toxinas urémicas (AST-120) o de modular las alteraciones del
metabolismo 6seo-mineral: a-Klotho, vitamina D activa, sevelamero o anti-

FGF23 (207) con resultados iniciales satisfactorios.

Teniendo en cuenta los siguientes aspectos: la importancia del OS y la
inflamacién, su estrecha interrelacion, la incapacidad de los sistemas
antioxidantes-antiinflamatorios para contrarrestar la excesiva produccion de
ROS y reducir el grado de inflamacién presentes en la DE del paciente
urémico, asi como la falta de evidencia/consenso sobre la eficacia del uso de
distintos compuestos con potencial capacidad antioxidante en pacientes en
didlisis (229-231), pareceria interesante considerar otras estrategias
terapéuticas. Estas se deberian centrar en mejorar el entorno prooxidante y
proinflamatorio en el que se encuentran embebidas las CE u otras opciones
que puedan ofrecer una proteccion del endotelio. Los flavonoides, la NAC, los
miméticos de la GPX y de la SOD, y el defibrotide, aparecen, por sus

caracteristicas, como posibles alternativas.

2.6.1 Flavonoides

Los flavonoides (232) son compuestos polifendlicos. Quimicamente, se
caracterizan por estar constituidos al menos por un anillo aromatico al que se
unen uno o mas grupos hidroxilos y son sintetizados por los vegetales y
algunas algas, donde desarrollan funciones metabdlicas importantes como, por
ejemplo, la proteccion frente las radiaciones ultravioletas. Debido a los

multiples cambios que se pueden suceder en la parte final de su biosintesis,
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son muy diversos los compuestos que forman parte de la familia de los
flavonoides, asi como también lo son las concentraciones que se pueden

encontrar en las distintas especies vegetales.

En la figura siguiente se muestra la formula de tres de los flavonoides sobre los

que hay referenciados mas datos.

OH

Figura 21: Férmula estructural de los tres flavonoides testados en el primer trabajo de la TD:

apigenina, genisteina y quercetina (de izquierda a derecha).

Clasicamente, se agrupan en 7 clases: chalconas, flavonas, flavonoles,
flavandioles, antocianinas, taninos y auronas. Tienen una presencia universal
en muchos de los alimentos de una dieta convencional: frutas, verduras,
cereales, chocolate, café, té, vino tinto. Se ha descrito que el consumo de 500
mg/dia de polifenoles de uva negra en polvo, reduce la inflamacion y el OS en
los pacientes en HD (232). Pero su biodisponibilidad es pobre debido a su baja
absorcion a nivel intestinal, pues requiere como paso previo la hidrélisis por
parte de los enterocitos de la pared intestinal o su metabolizacion previa por
parte de la flora intestinal del colon. Ademas algunos tipos de flavonoides
pueden ver reducida su biodisponibilidad en los casos de baja exposicion solar
(177,232).

Probablemente estos motivos junto con la elevada heterogeneidad de los
compuestos explican la falta de consenso sobre la utilidad real del uso de estas
sustancias. Mientras hay revisiones que concluyen que no hay suficientes
evidencias (177,233) otras publicaciones demuestran sus efectos beneficiosos

en poblacién con antecedentes de enfermedad CV previa (234) o en HD (235).
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La actividad antioxidante de los flavonoides va a depender de su estructura
quimica y, en concreto, del numero y disposicion de los radicales hidroxilo, ya
que de estos van a depender muchos de los mecanismos implicados, entre

ellos la funcién “scavenger” de los ROS.

Algunos de los mecanismos descritos mediante los que los flavonoides
ejercerian su funcion antioxidante (y también antiinflamatoria) incluyen la
interaccién directa con los ROS, la interaccién con la NOS y la XO, modulando
de esta manera la produccién de NO, la inhibicion de distintas enzimas
involucradas en las vias de oxidacion, como la NADPH, favoreciendo la
transcripcion del factor Nrf2 o inhibiendo el inflamasoma NLRP3 (232).

2.6.2 N-acetilcisteina

En los ultimos afos, el uso de la NAC, un derivado del aminoacido cisteina y
con un peso molecular de 163,19 KDa, se ha postulado como un farmaco
prometedor mas alla de sus indicaciones clasicas como mucolitico o como
antidoto para tratar las intoxicaciones por paracetamol, debido a su actividad
antioxidante.

H,
N
H

Figura 22: Férmula estructural de N-acetilcisteina.

El efecto antioxidante de la NAC se puede explicar por un doble mecanismo:
la oxidacion del grupo sulfhidrilo, presente en la molécula favorece la
formacion de complejos formados por dos moléculas de NAC con capacidad
de reducir el H,O,, -O y el HOCI. Por otro lado, la NAC se convierte en un
potente agente restaurador de los niveles de GSH debido a que, por la accién

de una reaccion de desacetilacion se genera cisteina. Esta, a su vez se une
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mediante una reaccién de conjugacién con glutamato y, finalmente, por accion
de la glutatiéon sintetasa se genera una molécula de GSH, permitiendo
regenerar los niveles intracelulares del mismo, cuya importancia radica en ser
uno de los antioxidantes solubles mas importantes a nivel celular (236) y al
mismo tiempo el sustrato sobre el que va a actuar la GPX. El efecto de la NAC
es especialmente marcado en aquellos casos de deplecion severa de los
niveles intracelulares de GSH (237).

En la figura siguiente, de manera grafica, se muestra el mecanismo de

restauracion de GSH a partir de una molécula de NAC.
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Figura 23: Via de resaturacion de GSH por NAC [Cisteina (Cys), glutamato (Glu), glicina (Gly)]. Gordon F. Rushworth,
lan L. Megson, Existing and potential therapeutic uses for N-acetylcysteine: The need for conversion to intracellular

glutathione for antioxidant benefits. Pharmacology & Therapeutics. 2014; 141 (2), 992-5 (con permiso de reproduccion).

Existen evidencias que refuerzan el beneficio que comportaria el uso de la NAC
(231,238-241), basado en la capacidad de este compuesto de restaurar los
niveles de GSH (237,241).
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2.6.3 Mimeéticos de la glutation peroxidasay de la superoxido dismutasa

Una de las potenciales estrategias para reducir el OS pasa por potenciar los
sistemas enzimaticos implicados en la reduccién de los ROS. Una de las
opciones es recurrir a miméticos de los sistemas enzimaticos mas importantes:
GPXy SOD.

En este sentido, ebselen, un compuesto sintético que contiene selenio en su
estructura y que, en el principio de su desarrollo, se centr6 su uso en el
tratamiento del ictus isquémico, pareceria ser uno de los mejores candidatos.
También se investigd su uso en el tratamiento de demencias, diabetes, artritis
reumatoide, el dafio isquemia-reperfusion en trasplante de érganos, entre otros.
Su importante citotoxicidad (basicamente por afectacion mitocondrial) ha
obligado a replantear su formulacion quimica y ha frenado la expansion de su
uso (242).

/N
Se

Figura 25: Férmula estructural de ebselen.

Ebselen, tal como se muestra en la figura siguiente, presenta una actividad
mimética de la GPX, ya que cataliza la reduccion de los ROS de manera
similar a como lo realiza la GPX: un mecanismo simple de tres pasos que

implica cambios en el estado de oxidacion del residuo del sitio activo (SeCys)

Las ROS oxidan el selenio en estado de reposo (EBS-SeH) a acido selenénico
(EBS-SeOH), que se reduce de nuevo por el glutation (GSH) a través de un

intermedio de selenenil sulfuro (EBS-SeSG).
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EBS-SeH
GSH 0]
~GSSG
EBS-SeSG EBS-SeOH
GSH
~H,0

Figura 25: Mecanismo de accion de ebselen como mimético de la GPX. Azad GK, Tomar RS. Ebselen, a promising
antioxidant drug: mechanisms of action and targets of biological pathways. Mol Biol Rep. 2014; 41(8):4865-79 (con

permiso de reproduccion).

Ademas de su accion mimética de la GPX, se le atribuyen otros mecanismos
que participarian también en el control del OS. Asi, esta descrita su
participacion como sustrato de la TRX, su accion mimética a la reductasa del
acido dehidroascorbico (DHA), su capacidad de inhibicion de la NOX, incluso a
una dosis menor a la necesaria para ejercer in vitro el efecto mimético de GPX
(243,244), de la NOS y de la lipooxigenasa, entre otras muchas enzimas y
que, junto a otras muchas propiedades descritas (antiinflamatorio,
antitrombdético, antimicrobiano, protector del DNA) le confieren un caracter
multifuncional y lo convierte en una promesa de futuro (242-244).

EUK-134 y EUK-118 son sales complejas que contienen manganeso en su
estructura y que poseen un actividad mimética de la SOD pero también poseen
(en menor intensidad) actividad mimética de la CAT, actuando ambas
eliminando Oy, H,O, y ONOO™ (245).
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Figura 26: Férmula estructural de EUK 134 y EUK 118 (de izquierda a derecha).
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Los trabajos publicados hasta la fecha se han centrado en el area
experimental, en el que se han reproducido distintos escenarios (enfermedades
neuronales, pulmonares o articulares) en los que se han obtenido buenos

resultados al mejorar el SO y el estado inflamatorio (246,247).

2.6.4 Defibrotide

DF es una mezcla polidispersa de fragmentos de DNA obtenido a partir de la
despolimerizacion controlada de DNA de mucosa intestinal de origen porcino
(en sus origenes su produccion se realizaba a partir de tejido pulmonar de
origen bovino, pero debido al brote de encefalopatia espongiforme, a partir del
afo 2003 el origen es porcino). En concreto, es una mezcla constituida por un
90% de oligonucledtidos de cadena simple (longitud: 9-80 mer; masa molecular
16.5 + 2.5 KDa) y un 10% de oligonucleottidos de doble cadena. Se trata de un
farmaco que, debido a sus propiedades profibrinoliticas, antitrombdticas y
antiinflamatorias, en cuyos mecanismos de accion se han identificado varias
vias de accion, se considera como un protector del endotelio vascular
(248,249).

Sus primeros usos en la década de los 90 se centraron en el tratamiento de la
insuficiencia venosa y arterial periférica e incluso para evitar la coagulacion del
circuito extracorporeo de dialisis debido a sus propiedades antitrombodticas
(248,249); corroborandose posteriormente su eficacia en los estudios
PROVEDIS (250) y DICLIS (251). No obstante, debido a las caracteristicas
farmacocinéticas del farmaco -vida media corta- que obligaba a una toma
frecuente del compuesto, cuando éste se prescribia por via oral, determiné que

la extension de su uso en este grupo de patologias se viera limitada.

En los utimos afios, el uso de DF se ha aprobado para el tratamiento de la
enfermedad venooclusiva hepatica, una complicacion muy grave que se
presenta en el trasplante autdlogo de médula 6sea; asi como también como
farmaco huérfano en la prevencion de la enfermedad del injerto contra el

huésped (252,253), y que se ha visto refrendado por los buenos resultados
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obtenidos inicialmente en modelos in vitro y posteriormente de los distintos

ensayos clinicos.

En la siguiente tabla, basada en la informacién disponible a fecha de hoy
(248,249), se resumen los principales mecanismos descritos atribuidos a DF y

por los que realizaria su accion de proteccion endotelial.

Efecto Mecanismo identificado
Antiinflamatorio y disminucién permeabilidad e Disminucion liberacion leucotrienos
vascular e Disminuciéon NFkB

e Reduccion activacion plaquetas

Regulacion expresion moléculas adhesion e |CAM-1, VCAM-1

e E-selectinas, P-selectinas

Efecto antitrombdtico y trombolitico e Aumento de: tPA, TFPI, TM
e Disminucion de: PAI, PAF, trombina
Modulacion produccion citocinas e Regulacion produccion PGE2, PGI2
e Reduccion de: IL-6, VEGF, TXA2,
LTB4, TNFa
Regulacion moléculas HLA e Reduccidon de la expresién de las
moléculas MHCI y MHCII
Regulacion del tono vascular e Antagonista Endotelina 1

e Aumento del NO y de la NOS

tPA: activador tisular del plasminégeno, TFPI: inhibidor del factor tisular, TM: trombomodulina,
PAI: inhihidor de la activacion del plasminégeno, PAF: factor activador de plaquetas, PGE2:
prostaglandina E2, PGI2: prostaciclina, VEGF: factor de crecimiento del endotelio vascular,
TXA2: tromboxano A2, LTB4: Ileucotrioeno B4, MHCI: complejo mayor de

histocompatibilidad clase I, MHCII: complejo mayor de histocompatibilidad clase Il

Tabla 9: Mecanismos de accién de DF. Basado en: Pescador R, Capuzzi L, Mantovani M, Fulgenzi A, Ferrero ME.
Defibrotide: properties and clinical use of an old/new drug. Vascul Pharmacol. 2013; 59 (1-2):1-10 y Richardson PG,
Carreras E, Lacobelli M, Nejadnik B. The use of defibrotide in blood and marrow transplantation. Blood Adv. 2018; 2
(12):1495-15009.

Del mecanismo exacto de interaccion de DF con las CE se sabe todavia pocas
cosas. Es conocido que su simple interaccién con la membrana celular es
capaz de desencadenar sus acciones antiinflamatorias y antioxidantes,

independientemente de que sea internalizado por mecanismos de
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macropinocitosis. Los resultados de los trabajos hasta la fecha publicados
apuntan hacia la modulacién de la via de p38MAPK y de AKT como posibles
vias implicadas en el mecanismo de accion de DF (254,255).

2.6.5 Otros

Son varios los trabajos publicados en los que se evalua el potencial efecto
antioxidante de varios compuestos naturales en los pacientes en dialisis, como
la vitamina C, la vitamina E, L-carnitina, coenzima Q10, el acido a-lipoico, el
selenio, el té verde o la curcumina (230,256), aunque no siempre los resultados

son concluyentes.

Se disponen de resultados prometedores con el uso de inhibidores de la NOX,
que es una de las principales enzimas implicadas en la generacion de ROS, y
que ademas se caracterizan por su aceptable tolerancia (257). Dentro de este
grupo de compuestos cabe mencionar a ebselen, un mimético de la GPX como
se ha comentado anteriormente, pero que ademas entre otros mecanismos

antioxidantes actua ejerciendo un efecto inhibidor sobre la NOX (258,259).
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3. HIPOTESIS

La elevada morbimortalidad cardiovascular presente en los pacientes con ERC,
especialmente en sus fases mas avanzadas, se debe, al menos en parte, a la
existencia de una DE. Esta se ha implicado en el desarrollo y perpetuacion de
la aterosclerosis, arterioesclerosis y afectacion microvascular presentes en

este grupo de poblacién.

La exposicidon crénica del endotelio vascular al medio urémico, sea por efecto
directo de las distintas toxinas urémicas acumuladas o por inducciéon de
cambios epigenéticos, alteraria el equilibrio normal de funcionamiento del
mismo, favoreciendo un fenotipo proinflamatorio, prooxidante vy

protrombogénico.

Los tratamientos clasicos que han demostrado un beneficio cardiovascular en
la poblacién general no han confirmado su efecto protector en este grupo de
pacientes. Urge, pues, encontrar nuevas dianas terapéuticas que permitan

reducir su elevado riesgo CV.

Por todo ello, la hipdtesis que plantea esta TD, es que otros enfoques de
modulacién farmacolégica podrian mejorar la DE presente en las CE expuestas
al medio urémico, y con ello, previsiblemente, aportar nuevas opciones para

reducir el impacto de la enfermedad CV en la poblacion con ERC.
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4.0BJETIVOS

Con la hipotesis in mente y utilizando un modelo in vitro de DE, a partir de

cultivos de células endoteliales de cordén umbilical humano (HUVECS)

expuestas al medio urémico, fueron planteados los siguientes objetivos.

4.1 OBJETIVO GENERAL

Evaluar la capacidad de modular los cambios provocados por la ERC sobre la

CE mediante la exposiciéon a distintos compuestos farmacoldgicos, con el

objetivo de identificar nuevas dianas terapéuticas sobre las que incidir para

corregir la DE.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1)

2)

3)

4)

Caracterizar el efecto que ejerce el medio urémico sobre las CE, a
través de evaluar cambios en marcadores de inflamacion (ICAM-1,
factor de transcripcion NkB), protrombdticos (FvW), de inmunidad
innata (receptores TLR4) y de estrés oxidativo (ROS y niveles de
GSH).

Evaluar la accién de distintos compuestos antioxidantes -
antiinflamatorios, tales como flavonoides (apigenina, genisteina,
quercetina) y potenciadores de las enzimas antioxidantes GPX
(ebselen, NAC) y SOD (EUK-134 y EUK-118) sobre la DE en CE

expuestas al entorno urémico.

Investigar cambios en el proteoma de las CE expuestas al medio
urémico y como defibrotide (un farmaco con efecto protector

endotelial) afecta estos cambios.

Determinar el efecto de defibrotide sobre los fenotipos
proinflamatorio, protromboético y prooxidante de las CE expuestas al

entorno urémico.
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5.1.5 RESUMEN

Antecedentes y objetivos:

La enfermedad cardiovascular (macro y microvascular) estd aumentada en la
ERC y es precedida por la presencia de una severa DE. Las CE en medio
urémico exhiben un fenotipo proinflamatorio, protrombdético y un aumento del
estrés oxidativo. En este estudio, se evalu6 el efecto de varios compuestos,
con propiedades antiinflamatorias y/o antioxidantes, sobre la DE inducida por la

uremia en un modelo in vitro de cultivo de CE expuestas al medio urémico.

Material y métodos:

Las CE cultivadas en medio urémico (conteniendo suero de pacientes con ERC
en DP) o en medio control (conteniendo suero de sujetos sanos) fueron
expuestas a los siguientes compuestos con propiedades antioxidantes y
antiinflamatorias. Tres tipos de flavonoides: apigenina, genisteina y quercetina;
miméticos de los enzimas antioxidantes GPX (ebselen) y SOD (EUK-134 y
EUK-118) y el farmaco NAC (restaurador de los niveles de GHS). Se evaluaron
los cambios en: la expresion de la molécula de adhesién ICAM-1 en la
superficie celular, mediante inmunofluorescencia, la produccion de ROS,
mediante fluorescencia y la activacién de proteinas de las vias de sefalizacion
relacionadas con la inflamacion (p38MAPK y NFkB), mediante ELISA basado
en anticuerpos fosfoespecificos y técnicas de inmunoblotting. Se midieron
también los niveles de GSH.

Resultados:

El medio urémico provoca un aumento significativo de la expresion de ICAM-1,
sobreproduccion de ROS y activacion de la proteina quinasa p38MAPK y del
factor de transcripcion NFkB en las CE. Quercetina, los miméticos de enzimas
antioxidantes y NAC mostraron un efecto inhibidor significativo sobre la

expresion de ICAM-1 y la generacion de ROS (p<0.05). Todos los compuestos
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disminuyeron la activacién de p38MAPK, pero sélo los miméticos de enzimas
antioxidantes y, en especial, ebselen y N-acetilcisteina, ambos potenciadores
de la ruta de la GPX, inhibieron también la activacion de NFkB, observando un
efecto adicional de sus efectos cuando estos dos compuestos se usaban
conjuntamente. Estos dos ultimos compuestos fueron capaces de aumentar los

niveles de GSH endotelial, en el contexto del entorno urémico.

Conclusiones:

Los resultados indican que la potenciacion de las vias antioxidantes y
antiinflamatorias, en especial la via de la GPX, puede ser una estrategia

efectiva para mejorar la disfuncion endotelial en la uremia y una diana potencial

para reducir el elevado riesgo CV en esta poblacion.
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Abstract

Background/Aims: Accelerated atherosclerosis in chronic kidney disease (CKD) is preceded
by endothelial dysfunction (ED), which exhibits a proinflammatory and prothrombotic
phenotype and enhanced oxidative stress. In this study, the effect of several compounds with
anti-inflammatory and/or antioxidant properties on uremia-induced endothelial dysfunction
has been evaluated in an in vitro model. Methods: Endothelial cells (ECs) were exposed to sera
from uremic patients in the absence and presence of the flavonoids apigenin, genistein and
quercetin, the antioxidant enzyme mimetics (AEM) ebselen (glutathione peroxidase mimetic),
EUK-134 and EUK-118 (both superoxide dismutase mimetics), and the pharmacological drug
N-acetylcysteine (NAC). We explored changes in the expression of adhesion receptors on
the cell surface, by immunofluorescence, the production of radical oxygen species (ROS), by
fluorescence detection, and the activation of signaling proteins related to inflammation, by
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both a phosphospecific antibody cell-based ELISA and immunoblotting techniques. Results:
Uremic media induced a significantly increased expression of ICAM-1, overproduction of radical
oxygen species (ROS) and activation of p38 mitogen activated protein kinase (p38MAPK) and
Nuclear Factor kB (NFkB) in ECs. Quercetin, the AEM and NAC showed a significant inhibitory
effect on both ICAM-1 expression and ROS generation (p<0.05). All the compounds reduced
p38MAPK activation, but only the AEM, especially ebselen, and NAC, both potentiating the
glutathione peroxidase pathway, also inhibited NF«kB activation. These two compounds
were capable of increasing endothelial glutathione levels, especially in response to uremia.
Conclusion: Our results indicate that the potentiation of the antioxidant pathways can be
an effective strategy to improve endothelial dysfunction in uremia and a potential target to
reduce the cardiovascular risk in this population.

© 2018 The Author(s)
Published by S. Karger AG, Basel

Introduction

Endothelial dysfunction (ED) is considered to be the first step in the development and
progression of atherosclerosis and has been observed in many disorders associated with
increased cardiovascular morbidity and mortality [1-3]. Chronic kidney disease (CKD), is a
well-recognized example of a chronic multisystemic disorder associated with an enhanced
cardiovascular risk [4]. There is clinical [5, 6] and experimental evidence of an inflammatory
state and enhanced oxidative stress in CKD, both major contributors to the progression of
cardiovascular disease (CVD) in uremia [7, 8].

Oxidative stress has been proposed to play a major role in the development of ED
through the production of radical oxygen species (ROS), which activate intracellular signaling
pathways, including protein kinases, such as mitogen-activated protein kinases (MAPK) [9].
Moreover, the uremic endothelium exhibits a proinflammatory phenotype, with an increased
expression of adhesion molecules and production of proinflammatory cytokines, which have
been reported as key processes in endothelial activation and damage [10, 11].

Using an in vitro model, our group has previously characterized the CKD-induced
endothelial damage [12, 13]. Exposure of endothelial cells (ECs) to growth media containing
sera from uremic patients results in morphological alterations, increased proliferation,
enhanced thrombogenicity of the extracellular matrix, and increased expression of diverse
proteins related to inflammation, such as high mobility group box-1 protein (HMGB1), and
to oxidative stress, such as superoxide dismutase (SOD) and glutathione peroxidase (GPx)
[14]. Moreover, in recent studies we have demonstrated that these changes are associated
with enhanced ROS production, the activation of signaling pathways related to cell stress and
inflammation, such as the p38MAPK and the transcription factor nuclear factor-«B (NFxB)
[15], as well as to enhanced innate immunity, as seen with toll-like receptor 4 (TLR4) and the
NALP3 inflammasome [16].

On the other hand, lipid-lowering therapy with statins or the use of renin-angiotensin
system inhibitors (such as ACE inhibitors or angiotensin receptor blockers) that have proven
its efficacy in reducing CVD in the general population, as well as subsets of high cardiovascular
risk patients, such as diabetics or coronary artery disease patients, have failed to prove a
benefit in dialysis patients [17-19]. Thus, there is a need for alternative therapies able to
reduce the cardiovascular complications in this population. Strategies that improve ED in
advanced CKD or ESRD may be a promising therapeutic approach.

Polyphenolic compounds, found in fruits and vegetables, have demonstrated both anti-
inflammatory and antioxidant properties [20]. Different studies assert that a diet rich in
flavonoids is associated with a reduction in the cardiovascular risk, suggesting that these
compounds mighthave potential protective effects on the endothelium [21]. There is evidence
indicating that mammalian cells activate intrinsic antioxidant defense mechanisms, such as
antioxidant enzymes, in response to stress molecules induced by ROS production. Recently,
synthetic compounds with antioxidant enzyme mimetic activity have emerged as novel anti-
inflammatory and antioxidant agents potentially useful in different clinical situations such
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as stroke, respiratory infections and diabetes [22-24]. A recent systematic review [25] of
clinical trials, assessing the effects of antioxidant therapy in CKD patients, indicates that
N-acetylcysteine (NAC) has promising effects by decreasing the levels of oxidative stress
markers and in a small study it reduced the risk of cardiovascular events in dialysis patients
[26]. Furthermore, NAC improves endothelial dysfunction in dialysis patients [27] and in an
in vitro model of uremic dysfunction [28].

The aim of the present study was to investigate the potential protective effect on
CKD-induced ED of three flavonoids (apigenin, genistein and quercetin), three chemically-
synthesized compounds with antioxidant enzyme mimetic effect (EUK134, EUK118, and
ebselen), and NAC. We have performed the experiments in our well-characterized in vitro
model of uremia-induced endothelial dysfunction.

Materials and Methods

Experimental design

Endothelial cells (ECs) were exposed to sera samples from uremic patients under peritoneal dialysis
(U,n=16) or from healthy donors selected as controls (C, n=15), in the absence and presence of the following
pharmacological compounds: the flavonoids apigenin (flavone), genistein (isoflavone) and quercetin
(flavonol); the antioxidant enzyme mimetics ebselen (GPx mimetic), EUK134 and EUK118 (SOD mimetics);
and NAC, which acts as a donor of cysteine precursors, the substrate for GPx, aimed at glutathione (GSH)
restoration [29-32]. Cell viability studies (using the MTT assay) were performed to determine the
appropriate compound concentrations. Cells were pretreated with the compounds for 24h before and during
the exposure to the growth media containing the uremic serum, to evaluate changes in: i) the expression of
the cell surface adhesion molecule ICAM-1, ii) the intracellular production of ROS, and iii) the activation of
the signal transduction protein p38MAPK and NF«B, by ELISA and Western-Blot techniques.

Patients and sample collection

End-stage renal disease patients on peritoneal dialysis using biocompatible solutions with low levels
of glucose degradation products (GDP) were included. In order to dissect as much as possible uremia from
other conditions known to induce endothelial dysfunction, diabetic patients, patients with dyslipidemia and/
or previous cardiovascular disease, current smokers and patients who had had an episode of peritonitis in
the previous 2 months were excluded. Patients’ characteristics are detailed in Table 1. Sex and age-matched
healthy donors, with no previous history of cardiovascular disease, and preserved renal function (eGFR > 90
ml/min/1.73 m2, CKD-EPI formula) were enrolled as controls. Written informed consent was obtained from
every healthy donor and patient included in the study. The study was approved by the Ethics Committee of
the Hospital Clinic and was carried out according to the principles of the Declaration of Helsinki.

Sera samples were
obtained from each
uremic patient and from
each healthy donor by

Table 1. Main demographic characteristics, biochemical parameters and
treatments in healthy subjects (control) and CKD patients

i . Parameter Control (15)  Uremic (16)
centrifugation  of  non-  “pge years (mean £ SD) 57.6+10.0  62.7 +20.4
anticoagulated blood Gender (male/female) 7/8 7/9

: Residual renal function (ml/min) (mean * SD -- 6.4 +4.7

_(3000X_g' 15 min) and Mean time on dialysis, ngon{hs (13’16(3311 +SD) ) -- 17.6 +£8,2

immediately ~ stored  at  serum Albumin (g/dl) (mean + SD) 4303 4106
-80°C until used. Pools Hemoglobin (g/dl) (mean + SD) 125+2 11.8+1.9

Leukocytes (109/L) (mean * SD) 7.8+x14 8123

of se.er were prepared Causes of CKD n (%)

containing serum samples Glomerulonephritis 2 (12.5%)
from different donors / Interstitial nephropathy 1(6.25%)
. s Polycystic kidney disease 3(18.75%
patients, which were used Obs}fcrictive kidn};y disease 1((6.25%))
as I‘eagent for the different Nephrocalcinosis 3(18.75%)
experiments performed. Unknown 6 (37.5%)
Hypertension, n (%) 0 9 (56.25%)

Statin prescription, n (%) 0 12 (75%)
Vitamin D supplementation, n (%) 0 16 (100%)
Erythropoiesis stimulating agents, n (%) 0 14 (87.5%)
Inhibitors of the Renin-Angiotensin System, n (%) 0 9 (56.25%)
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Materials and reagents

Culture media MEM199, L-glutamine, penicillin/streptomycin, fetal bovine serum (FBS) and accutase
were all purchased from Gibco-Life Technologies (NY, US). The 3-(4, 5-Dimethylthiazol-2-y1)-2, 5 Diphe-
nyltetrazolium Bromide (MTT) and the flavonoids apigenin, genistein and quercetin were obtained from
Sigma Aldrich (St.Louis, MO, US). The enzyme mimetics ebselen, EUK134 and EUK118 were purchased from
Cayman Chemical (MI, US). N-acetylcysteine solution (100 mg/mL) was from Zambon (Barcelona, Spain).
The pharmacological compounds were dissolved according with manufacturer protocols, with a final con-
centration of DMSO <0.1%, NaOH < 0.01% and EtOH 100% <0.02% in culture medium.

The ROS detection reagent 5-(and 6)-chloromethyl-2’7’-dichlorodihydrofluorescein diacetate acetyl
ester (CM-H2DCFDA) was purchased from Molecular Probes (NY, USA). ELISA p38MAPK and NFkB p65
kit superArrays were obtained from SABiosciences (MD, USA). Antibodies against phospho-p38 MAPK
(thr180/tyr182), phospho-IkBa (Ser35) and 3-actin were from Cell Signaling Technology Inc (MA, US), whi-
le the antibody against ICAM-1 was purchased from Millipore (Temecula, CA, US). Sulfosalicylic acid was
from Sigma-Aldrich (MO, US) and the commercially available GSH detection kit KOO06-F1 was from Arbor
Assays (M], US).

Endothelial cell cultures

ECs were isolated from human umbilical veins [32] and maintained in Medium 199 supplemented with
100 U/mL penicillin,100 g/mL streptomycin and 20% pooled human serum at 372C under a humidified
atmosphere with 5% of COZ2. Culture medium was replaced every 48h, together with the compounds under
study when required. Cells were used between the 2nd and 3rd passage.

Cell viability analysis (MTT assay)

ECs were seeded in a 96-well microplate (10.000 cells/well) and exposed to different concentrations
of the selected compounds, as well as to the different vehicles used at maximal concentration (0.1% DMSO,
0.01% NaOH and 0.02% EtOH). After incubation, cell viability was examined by using 3-(4, 5-dimethylthi-
azol- 2-yl)-2, 5-diphenyl-tetrazolium bromide (thiazolyl blue tetrazolium bromide). All procedures were
performed in triplicate according to the manufacturer’s instructions. The absorbance was measured at 530
nm. According to the results obtained, experiments were performed using the pharmacological compounds
under study at the concentrations that exhibited the lowest cell toxicity (less than 10% of cell death), being:
25 pM apigenin, 0.1 uM genistein, 1 uM quercetin, 5 uM ebselen, 1 uM EUK134, and 5 uM EUK118. NAC was
used at a concentration of 10 mM, similar to the one used in previous studies [33].

Expression of ICAM-1 on endothelial cell surface

ECs on 6-well microplates were pretreated with the different compounds for 24 h and then stimulated
with media containing 20% of pooled sera from the uremic patients or healthy donors (24h), according
to previous studies by our group [15, 34]. Cells were fixed with 2% (for 10 min) followed by 4 % (for 10
min) paraformaldehyde in 0.15M PBS, pH 7.4 (4°C), blocked with 1% BSA and incubated with a primary
antibody against ICAM-1 (dilution 1:200, 1 h, RT), and a secondary antibody anti-mouse IgG conjugated
with Alexa 555 (dilution 1:2000 1 h, at RT) [15]. Then samples were evaluated by light microscopy (Leica
DM4000B, Barcelona, Spain), images captured through a videocamera (Leica DFC310FX, Barcelona, Spain)
and the density of labeling calculated by computerized morphometric analysis (Image], National Institutes
of Health, Bethesda, Maryland, USA). All procedures were performed in duplicate.

Production of intracellular reactive oxygen species (ROS)

ROS production was explored by using the ROS detection reagent CM-H2DCFDA. This compound can
passively diffuse into cells and it is specifically oxidized into the highly fluorescent dichlorofluorescein
(DCF) by ROS. The measure of the fluorescence emitted reflects the intracellular ROS production.

ECs seeded on 24-well plates (TPP, Sigma-Aldrich, MO, US) were preincubated with 10 uM CM-H2DCF-
DA (379C, 15 min). Then, cells were washed with PBS (3x) followed by cell stimulation with pooled uremic
serum for 30 min in the absence and presence of the compounds under study. Intracellular ROS production
was monitored by fluorescence microscopy (Leica DM4000B, Barcelona, Spain), images captured through
a videocamera (Leica DFC310FX, Barcelona, Spain) and the density of labeling calculated by computerized
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morphometric analysis (Image], National Institutes of Health, Bethesda, Maryland, USA). All procedures
were performed in duplicate [15].

Activation of p38MAPK and NFkB signaling pathways in endothelial cells

To investigate the effect of the different compounds studied on the activation of the inflammation-re-
lated signaling pathways p38MAPK and NFKB, we performed two different approaches: a phosphospecific
antibody cell-based ELISA and immunoblotting techniques.

In order to carry out the phosphospecific antibody cell-based ELISA, ECs were seeded in 96-well plates
and pretreated with the different flavonoids and mimetics for 24 h. After 4 h of starving (media with 2%
pooled human sera), ECs were then incubated for 15 min with the uremic sera in the absence or presence of
the selected compounds. Detection of total and phosphorylated protein expression was determined by colo-
rimetric quantification of the relative amount of phosphorylated protein and total target protein, according
to the manufacturer’s protocol, and results were corrected for cell number [14].

Immunoblotting techniques were then performed to confirm the results obtained by ELISA. In this
case, ECs seeded on 6-well plates were pretreated, after starving for 4 h, with the different compounds (24
h), followed by incubation with uremic sera for 15 min [13, 15]. Cells were lysed with Laemmli buffer (125
mmol/1 of Tris-HCI, 2% SDS, 5% glycerol, and 0.003% bromophenol blue), sonicated for 15 sec to shear DNA
and reduce viscosity, and heated to 90°C for 5 min. Protein concentrations of the supernatants were deter-
mined using the Bradford’s method. Samples were resolved by 10% sodium dodecyl sulphate polyacryla-
mide gel (SDS-PAGE) and proteins were transferred to nitrocellulose membranes. After blocking with 2%
BSA, membranes were probed with the specific primary antibodies phosphorylated p38MAPK (Thr180 and
Tyr182), phosphorylated IKBand (-actin, used as loading control. Considering that translocation of NFKB
to the nucleus is preceded by the phosphorylation and degradation of IKB, we decided to analyze the phos-
phorylation of the IKBprotein in the presence of N-acetyl-leucyl-leucyl-norleucinal (ALLN) which blocks
IKBdegradation by the 26S proteasome [14]. Following extensive washing, membranes were incubated with
a peroxidase-conjugated anti-rabbit immunoglobulin G and visualized using the chemiluminiscence tech-
nique. Densitometric analysis was performed to quantify the intensity of phosphorylation (Image], National
Institutes of Health, Bethesda, Maryland, USA) and results were normalized relative to f3-actin.

Evaluation of intracellular GSH

To evaluate intracellular levels of GSH, cells were grown in 6-well plates (TPP, Sigma-Aldrich, MO, US)
to confluence. Cells were incubated with 20% uremic or control sera and in presence or absence of ebselen
and/or NAC for 24h. Cells were then washed with PBS and collected with accutase. Cell pellets were depro-
teinized in cold 5% sulfosalicylic acid (SSA, Sigma-Aldrich) and centrifuged (2500xg, 5 min). Sample super-
natants were analyzed using the commercial kit K0OO06-F1 (Arbor Assays) in a fluorimeter (Fluoroskan FL)
following the manufacturer’s procedure. Raw data, corrected with respect to the cell number, is expressed
as a fold increase of GSH with respect to the control.

Statistics

Results are expressed as mean * standard deviation (SD) of data generated in independent experi-
ments (n) using different cell batches and different pooled serum samples from various patients. Statistical
analyses were performed by using ANOVA with the SPSS statistical package 17.0.0 (SPSS Inc, Chicago, IL).
Results were considered statistically significant when p<0.05.

Results

Changes in the expression of ICAM-1 on the endothelial cell surface

There was an enhanced expression of the adhesion molecule ICAM-1 on the cell surface
in response to the uremic sera (U) when compared to control sera (increase of 111 = 2% vs
control, n=5, p<0.01) (Fig. 1). When cells were pretreated with flavonoids, only quercetin
had a slight but statistically significant effect on ICAM-1 expression (decrease of 26 + 11%
with respect to the uremic condition, n=5, p<0.05), whereas no remarkable changes were
observed when apigenin and genistein were used. In contrast, the antioxidant enzyme mi-
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metics ebselen, EUK134 and EUK118 significantly inhibited the expression of ICAM-1 on the
ECs surface exposed to uremic sera, with ICAM-1 expression levels similar to those obtained
in control experiments (decreases of 47 + 6%, 42 + 11% and 53 * 6% vs the uremic conditi-
on, respectively, n=5, p<0.01) (Fig. 1). No changes were observed in control cells after being
exposed to the different compounds.

Production of intracellular ROS by endothelial cells

The incubation of ECs with uremic sera for 15 min resulted in an increase in the levels of
ROS of 117 + 3% compared to control levels (n=5, p<0.01). Pretreatment of cells with ebse-
len and quercetin had a remarkably significant inhibitory effect on intracellular ROS genera-
tion induced by the uremic sera (decreases of 56 + 5% and 37 * 4% vs the uremic condition,
n=5, p<0.01). The inhibitory effect of the antioxidant enzyme mimetics EUK134 and EUK118
was moderate (decreases of 23 + 3% and 26 + 2%, respectively, vs the uremic condition, n=5,
p<0.05). Genistein induced a significant but less intense reduction (11 * 3% vs the uremic
condition, n=5, p<0.05), whereas apigenin did not modify ROS production (Fig. 2). No signi-
ficant changes were observed in control cells in response to the compounds under study.

Modulation of the activation of intracellular protein p38MAPK

The exposure of ECs to the uremic sera for 15 min resulted in a significant activation
of p38MAPK (increase of 90 + 5% vs control sera, n=5, p<0.05), this increase in the phos-
phorylation of p38MAPK was inhibited by pretreating ECs with all the pharmacological
compounds under study. The flavonoid apigenin and ebselen induced a potent inhibition of
p38MAPK activation (decreases of 37 + 19% and 49 + 9% respectively, vs the uremic conditi-
on, n=5, p<0.01). Pretreatment with quercetin, EUK134 and EUK118 produced a remarkable
but less intense reduction of p38MAPK activation (decreases of 32 + 16%, 26 + 14% and
28 + 15%, respectively, vs the uremic group, p<0.05). Genistein induced a slight, although
statistically significant, decrease of the p38MAPK phosphorylation (decrease of 16 + 6% vs
uremic condition, p<0.05) (Fig. 3A). Western Blot analysis confirmed the results obtained
by ELISA (Fig. 3B). No modifications on the activation of p38MAPK were detected in control
cells exposed to the compounds under study.

Fig. 1. Antioxidant enzyme mimetics
prevent the increase in the expression
of ICAM-1 on the endothelial cell
surface induced by uremic sera.
ECs were pretreated with apigenin
(25uM), genistein (0.1 uM), quercetin
(1 uM), ebselen (5 uM), EUK134 (1
uM) and EUK118 (5 uM) for 24h and
then stimulated with media containing 25
20% different pooled sera from
uremic patients or healthy donors.
Surface expression of the surface
receptor ICAM-1 was explored by
immunofluorescence. Micrographs
show the ICAM-1 surface expression
in ECs exposed to control media (C),
uremic condition (U) and uremic condition treated with ebselen (U+ebselen). Bar diagrams show the effect
of the uremic sera (# p<0.05 vs control) and the different compounds selected (n=5, *p<0.05 and **p<0.01
Vs uremia).

ICAM-1 expression
#

Fold increase

&

& > 0 \J

© S FFIIES
LS TR
FFEFFEES

1292



Cellular Physiology Cell Physiol Biochem 2018;51:1287-1300

DOI: 10.1159/000495540

and Biochemistry Published online: 27 November 2018

© 2018 The Author(s). Published by S. Karger AG, Basel
www.karger.com/cpb

Vera et al.: Antioxidants For Uremic Endothelial Dysfunction

Fig. 2. ROS production in endothelial
cells exposed to uremic media is
inhibited with pharmacological
approaches. After pretreatement
with apigenin (25 pM), genistein
(0.1 uM), quercetin (1 pM), ebselen
(5 uM), EUK134 (1 pM) and EUK
118 (5 pM) for 24 h, ECs were
stained with the cell permeable ROS
detection reagent H,DFFDA (10uM,
10min), washed with PBS, and
exposed to sera from healthy donors
(C) and uremic patients (U), for
30min. ROS production was detected

U+Ebselen
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by fluorescence microscopy. Bar

diagrams show the effect of the uremic sera (#p<0.05 vs control) and the different compounds assayed

(n=5, *p<0.05 and **p<0.01 vs uremia).

Fig. 3. Activation of p38MAPK
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ECs was also assessed by Western-

Blot. Images are representative of 4

different experiments. Results were quantified and represented as Mean+SD by bar diagram. # p<0.01 vs

control and *p<0.05, **p<0.01 vs uremia.

Effect on the NFKB signaling pathway

Activation of NFKB (p65) protein was significantly higher after exposing ECs to the sera
from the uremic patients when compared to the control experiments (increase of 80+ 6%
with respect to controls, n=4, p<0.01) (Fig. 4A). No differences were observed in the phos-
phorylation levels of NFKB (p65) when ECs were previously treated with the flavonoids as-
sayed. NFKB activation was notably attenuated by ebselen and EUK118 (decreases of 21 +
7% and 17 + 7% vs the uremic condition, respectively, n=4, p<0.05) and the most remarkable
reduction was observed in the presence of EUK134 (decrease of 31 + 16% vs uremic con-
dition, n=4, p<0.01). Western Blot analysis of [IKBphosphorylation showed similar results
as those obtained with the cell-based ELISA assay (Fig. 4B). Exposure of control cells to the

compounds under study did not induce any modification in the IKBphosphorylation.
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Fig. 4. Activation of NFkB
(p65) signaling pathway by
uremic sera is prevented
by antioxidant enzyme
mimetics. ECs were
incubated (15 min) with
sera from control donors
(C), and uremic patients (U)
in the absence and presence
of apigenin, genistein,
quercetin, ebselen, EUK134
and EUK118 (n=4). A. Ratios
of phosphorylated NFxB
(p65) relative to the total
protein. Data are corrected
for cell number and are
represented as Mean+SD.
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Western-Blot in ECs previously treated with ALLN (50 pg/ml, 30 min, 37°C). Images are representative of 4
different experiments. # p<0.01 vs control and *p<0.05, **p<0.01 vs uremia.

Anti-inflammatory and
antioxidant effects of NAC
on endothelial cells

NAC demonstrated
both  anti-inflammatory
and antioxidant proper-
ties in ECs exposed to the
uremic condition, show-
ing effects comparable to
ebselen regarding inflam-
mation markers and even
greater with respect to the
antioxidant effect. NAC was
able to inhibit the expres-
sion of ICAM-1 (decrease
of 49 + 8% vs the uremic
condition, n=4, p<0.01), in-
tracellular ROS generation
(decrease of 62 + 12% vs
the uremic condition, n=4,
p<0.01), phosphorylation
of p38MAPK (decrease of
47 * 13% vs the uremic
condition, n=5, p<0.01),
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Fig. 5. Anti-inflammatory and antioxidant effects of NAC on endothelial
cells exposed to uremic sera. Micrographs show ICAM-1 surface
expression and ROS production in ECs exposed to control media (C),
uremia (U) and uremia treated with NAC (U+NAC). Bar diagrams
show the effect of the uremic sera (# p<0.05 vs control) and the NAC
treatment (*p<0.05, **p<0.01 vs uremia) (n=4). NAC (10mM) inhibited
phosphorylation of p38MAPK and activation of NFkB (n=4).

and NFKB activation (decrease of 31 + 8% vs the uremic condition, n=4, p<0.01) (Fig. 5).

Changes of GSH levels in endothelial cells treated with ebselen and NAC

Cells grown under uremic conditions showed slightly higher GSH concentrations than
control cells (% of increase of 28 + 17% vs. control, n=5). Ebselen pretreatment increased
GSH levels in both control and uremic cells (% of increase with respect to their baseline con-
dition of 32 + 3%, n=5, p<0.01, and of 18 + 14%, n=5, p<0.05, respectively). NAC also raised
GSH levels in cell culture in both the control and the uremic conditions (increases of 24 +
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3%, n=5, p<0.01 and 32 * 15%, n=5, p<0.05, re-
spectively). Coincubation with ebselen and NAC
together in the culture media increased GSH in
ECs both in control and uremic cells (47 + 13%,
n=5, p<0.05 and 52 * 7%, n=5, p<0.01, respec-
tively) (Fig. 6).

Discussion

In the present study we confirm that endo-
thelial dysfunction in uremia is associated with a
proinflammatory phenotype and enhanced oxi-
dative stress, as we and others have previously  Fig. 6. GSH restoration is promoted by ebselen
demonstrated [13-16, 28, 35-37]_ Furthermore, and NAC in endothelial cell cultures. Endothelial
we have shown the different protective effects  cell cultures were grown in the presence of
of several anti-inflammatory and antioxidant control or uremic sera for 24h. Bar diagrams
strategies. While some of the flavonoids assa-  represent GSH levels with respect to the control.
yed exhibited moderate anti-inflammatory and  The effect of the compounds was statistically
antioxidant effects, the antioxidant enzyme mi-  compared with respect to their respective basal
metics of SOD and GPx, and NAC, were more ef-  situation (# p<0.05 and ## p<0,01 vs control;
fective at inhibiting the expression of adhesion ~ *p<0.05, **p<0.01 vs uremia). NAC (10mM) and
molecules on the cell surface, ROS production, ebselen (5uM).
and the activation of the inflammation-related
pathways p38MAPK and NFKB. Interestingly, the enhancement of the GPx pathway, either by
a mimetic of the enzyme activity (ebselen) or by promoting the restoration of the reduced
glutathione (NAC), proved to be the most effective strategy to protect the endothelium from
the deleterious effect of the uremic milieu.

An imbalance between oxidative stress and the antioxidant mechanisms, together with
the chronic inflammation present in uremia, are likely to play a major role in the develop-
ment of an accelerated atherosclerosis and enhanced cardiovascular risk in long-term dialy-
sis patients [4, 6-8]. Therefore, the modulation of inflammation and oxidative stress appears
to be a promising strategy to prevent endothelial damage in this condition. Based on our
previous evidence [13, 15, 35, 36], we aimed to investigate the potential protective effect
of different compounds with antioxidant and/or anti-inflammatory properties on the CKD-
induced endothelial dysfunction.

Flavonoids possess certain antitumoral, antioxidant, and anti-inflammatory activities
[37, 38]. However, there are several limitations to assay these compounds as potential phar-
macological targets: the large number of the identified flavonoids, their different chemical
structures and the high doses required, difficult to achieve with a regular diet. In our stu-
dy, only the flavonol quercetin prevented ROS production, being the only flavonoid tested
able to also reduce the expression of the adhesion receptor ICAM-1, and the activation of
the inflammation-related pathways p38MAPK and NFKB. Although the isoflavone genistein
reduced the generation of ROS and the phosphorylation of p38MAPK, it failed to prevent
NFKB activation and ICAM-1 expression in uremic ECs. The flavone apigenin did not show
any antioxidant effect on ECs exposed to the conditions assayed. In contrast with our results,
there are studies reporting beneficial antioxidant and anti-inflammatory effects of genistein
and apigenin in other situations. These effects include the prevention of LDL oxidation, the
attenuation of ROS production, the inhibition of NFKB signaling pathway and the expression
of cell adhesion molecules [39-42]. The discrepancies with the results found in our study
suggest that the effect of these compounds may depend on several factors, including dosage,
type of stimuli and the heterogeneity of ECs lines used in the in vitro studies.

Uremic patients exhibit an impaired production of endogenous antioxidant defenses
and accumulate uremic toxins that induce oxidative stress [43-46]. Moreover, the accumula-
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tion of endogenous ROS results in the activation of intracellular signaling pathways involved
in proliferation, survival, and inflammatory responses [46]. The main intracellular antioxi-
dant enzymes include SOD and GPx, among others. Recently, a group of cell-permeable and
low molecular weight antioxidant enzyme mimetics are acquiring growing interest for the
prevention of complications related to conditions associated with enhanced oxidative stress.
Of those, EUK118 and EUK134 show SOD enzyme mimetic activity; while ebselen, an or-
ganoselenium compound, catalyzes the reduction of ROS in a manner similar to GPx. This
last compound also reacts with the thioredoxin system and acts as a dehydroascorbic acid
reductase mimetic. Our present results clearly demonstrated that the antioxidant enzyme
mimetics studied exhibit not only free radical scavenging activity, but also anti-inflammatory
effects, with a significant inhibition of the activation of the signaling pathways p38MAPK and
NFKB, together with the reduction in the expression of adhesion molecules on the EC surface
when cells were exposed to the uremic condition.

Interestingly, ebselen and NAC showed the most potent protective antioxidant and anti-
inflammatory effects on ECs exposed to uremic milieu. Ebselen appears to be a promising
drug because of the multiplicity of its mechanisms for inhibiting free radical-induced injury
coupled with a rapid absorption following oral administration. However, as ebselen has been
shown to have significant cellular toxicity, novel ebselen-based agents are being developed
[47]. NAC s currently used as an antioxidant and a mucolytic agent. The therapeutic potenti-
al of NAC is currently being investigated as an antidote for specific toxins, as a bioprotective
agent against oxidative stress and ischemic injury, and as a treatment for certain mental and
physical disorders. Although reduced glutathione is the most important intracellular antio-
xidant, oral administration of NAC is even more efficient than direct glutathione administra-
tion [48]. Further, NAC stimulates glutathione-S-transferase activity, promotes detoxification
and acts as a scavenger of free radicals due to its direct interaction with ROS [49]. GPx pa-
thway is largely known to minimize lipid peroxidation of cellular membranes and other bio-
logical processes associated with oxidative stress. Thus, the potentiation of this antioxidant
pathway could be a promising strategy to prevent uremia-induced endothelial dysfunction.
In fact, a decrease in plasma levels of GSH or GPx have been shown in CKD patients [9, 45-
47], and a decreased GSH/GSSG ratio in ECs exposed to uremic media have been previously
reported [35]. This later finding is in contrast to our results, since a slight increase in GSH
in uremic endothelial cells has been observed, which could be a compensatory response
against the prooxidant state present in endothelial cells in response to the uremic milieu.
However, and in agreement with the previous and another study, uremic endothelial dys-
function was improved by NAC [28, 35], as well as by ebselen. Furthermore, the combined
effect of ebselen and NAC on GSH levels were additive in uremic endothelial cells, suggesting
a beneficial effect of enhancing the GPx pathway in CKD-induced ED.

The main limitations of the present study are that the concentrations used in these
experiments were based on cell viability analysis and not plasma levels physiologically or
pharmacologically achieved. The results of this in vitro model should be confirmed in in vivo
studies.

The results of the present study indicate that uremic endothelial dysfunction can be mi-
nimized through an antioxidant strategy. While the benefit of flavonoids is unclear and may
be controversial due to the concentrations needed to cause a beneficial effect, the changes
observed with the antioxidant enzyme mimetics and NAC indicate that these compounds
may be promising therapeutic strategies to provide endothelial protection against the ure-
mic insult. Specifically, the activation of the glutathione peroxidase pathway, either by using
an enzyme mimetic and/or by providing the substrate for GSH through NAC, reduce not only
the oxidative stress but also the inflammatory process induced by the uremic milieu on the
endothelium.

Basic and clinical investigations provide strong evidence of the development of an en-
dothelial dysfunction in chronic kidney disease (CKD), leading to accelerated atherosclerosis
and increased cardiovascular risk. However, a pharmacological holistic approach to reduce
the broad features involved in vascular remodeling in CKD remains to be discovered. The
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results of our study provide a new approach for the prevention and treatment of the CKD-
related endothelial dysfunction, and perhaps can arise as a useful strategy to reduce the
incidence of cardiovascular events in this high risk population.
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Erratum

In the original article by Vera, et al,, entitled ,Antioxidant and Anti-Inflammatory Strategies Based
on the Potentiation of Glutathione Peroxidase Activity Prevent Endothelial Dysfunction in Chronic
Kidney Disease” [Cell Physiol Biochem 2018;51(3):1287-1300, DOI: 10.1159/000495540], the
figures Fig. 3, Fig. 4 and Fig. 5 have not been displayed correctly.

The correct figures are displayed below, and the results of this article are not affected by this.

The authors sincerely apologize for this mistake.

Fig. 3. Activation of p38MAPK A B
signaling pathway by uremic

sera is inhibited by flavonoids Pp3smark T Bl WY N B = &

n
n
rf
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sera from control donors (C), x * wE N
and uremic patients (U) in the gﬁ.
absence and presence of apigenin, | 8
genistein, quercetin, ebselen, ;‘ c
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relative to the total protein, | % &g
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obtained from antibody cell-based
ELISA technique. B. Phospho-p38
MAPK in ECs was also assessed
by Western-Blot. Images are
representative of 4 different experiments. Results were quantified and represented as Mean+SD by bar
diagram. # p<0.01 vs control and *p<0.05, **p<0.01 vs uremia.

Fig. 4. Activation of NFkB (p65) A B
signaling pathway by uremic serais
prevented by antioxidant enzyme 257 P TN

mimetics. ECs were incubated (15
min) with sera from control donors
(C), and uremic patients (U) in the
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genistein, quercetin, ebselen,
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Ratios of phosphorylated NFkB
(p65) relative to the total protein.
Data are corrected for cell number
and are represented as Mean#SD.
B. IkB was assessed by Western-
Blot in ECs previously treated with

s

P-NFkB/ NFkB ratio

P-IKB relative phosphorylation
L

ALLN (50 pg/ml, 30 min, 37°C).
Images are representative of 4
different experiments. # p<0.01 vs control and *p<0.05, **p<0.01 vs uremia.
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Fig. 5. Anti-inflammatory and
antioxidant effects of NAC on
endothelial cells exposed to
uremic sera. Micrographs show
ICAM-1 surface expression and
ROS production in ECs exposed
to control media (C), uremia (U)
and uremia treated with NAC
(U+NAC). Bar diagrams show the
effect of the uremic sera (# p<0.05
vs control) and the NAC treatment
(*p<0.05, **p<0.01 vs uremia)
(n=4). NAC (10mM) inhibited
phosphorylation of p38MAPK and
activation of NFkB (n=4).
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RESULTADOS

5.2.5 RESUMEN

Antecedentes y objetivos:

La DE es la alteracion previa al desarrollo de la enfermedad vascular acelerada
presente en la ERC, en la que no se puede descartar la implicacion de cambios
epigenéticos promovidos por el medio urémico. En este contexto DF, un
farmaco con propiedades protectoras del endotelio vascular podria tener un
papel importante. Evaluamos los cambios inducidos por suero procedente de
pacientes con ERC en programa de HD sobre el proteoma de CE, el efecto de
DF en este entorno y su efecto sobre los cambios proinflamatorios,

prooxidantes y protrombaticos.

Material y métodos:

Cultivos de CE obtenidas a partir de HUVECs fueron expuestas a medio
conteniendo suero de pacientes con ERC en HD o de donantes sanos. La
expresion diferencial de proteinas en estas CE fue analizada mediante analisis
protedmico, Western blot e inmunofluorescencia. El papel de unas de las
proteinas identificadas en CE en respuesta al medio urémico, la HDAC, fue
investigado mediante la evaluacion de cambios en distintos marcadores de DE
como la expresion de ICAM-1, TLR4 y FVW mediante inmunofluorescencia, y la
produccion de ROS por fluorescencia, en ausencia o presencia de un inhihidor

especifico de las mismas Tricostatin A (TSA) y del DF.

Resultados:

El medio urémico indujo una sobreexpresion de HDAC1 y HDAC2 en las CE.
La expresion de HDAC1 aumentd significativamente tanto en el citoplasma
como en el nucleo, efectos inhibidos por DF de una manera dosis dependiente.
TSA, un paninhibidor de HDAC, y DF fueron capaces de mejorar la DE
asociada a la uremia al prevenir la sobreexpresiéon de ICAM1, TLR4, VWF y
ROS.
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Ademas, los resultados obtenidos indicaron que el DF ejerce su efecto
protector endotelial en la uremia probablemente a través de la inhibicion de la

via de sefalizacién PI3K/AKT, implicada en la expresion de HDAC.

Conclusion:

El dafo endotelial asociado con la ERC podria estar mediado, en parte, por un
aumento de la expresion de HDAC1 y HDACZ2, lo que le confiere un papel clave
como modulador en la DE asociada a la uremia y, por lo tanto, como una
potencial diana terapéutica. En este contexto, el DF debido a su capacidad de
reducir la expresion de HDAC1 y HDAC2 inducida por el medio urémico, podria

emerger como una nueva posibilidad terapéutica.
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1 | INTRODUCTION

Chronic kidney disease (CKD) is a major public health concern due to
its increased prevalence, high morbidity and mortality associated, high
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Abstract

Endothelial dysfunction is an earlier contributor to the development of atherosclero-
sis in chronic kidney disease (CKD), in which the role of epigenetic triggers cannot be
ruled out. Endothelial protective strategies, such as defibrotide (DF), may be useful
in this scenario. We evaluated changes induced by CKD on endothelial cell proteome
and explored the effect of DF and the mechanisms involved. Human umbilical cord
vein endothelial cells were exposed to sera from healthy donors (n = 20) and patients
with end-stage renal disease on haemodialysis (n = 20). Differential protein expres-
sion was investigated by using a proteomic approach, Western blot and immuno-
fluorescence. HDAC1 and HDAC2 overexpression was detected. Increased HDAC1
expression occurred at both cytoplasm and nucleus. These effects were dose-de-
pendently inhibited by DF. Both the HDACs inhibitor trichostatin A and DF prevented
the up-regulation of the endothelial dysfunction markers induced by the uraemic
milieu: intercellular adhesion molecule-1, surface Toll-like receptor-4, von Willebrand
Factor and reactive oxygen species. Moreover, DF down-regulated HDACs expres-
sion through the PI3/AKT signalling pathway. HDACs appear as key modulators of
the CKD-induced endothelial dysfunction as specific blockade by trichostatin A or by
DF prevents endothelial dysfunction responses to the CKD insult. Moreover, DF ex-
erts its endothelial protective effect by inhibiting HDAC up-regulation likely through
PI3K/AKT.

KEYWORDS
chronic kidney disease, defibrotide, endothelial dysfunction, HDAC, HDAC1, HDAC2,

inflammation, oxidative stress

costs, poorer quality of life and reduced life expectancy.! CKD is as-
sociated with an increased cardiovascular (CV) risk, and CV disease
accounts for nearly half of all deaths.? The increased incidence of CV
disease (CVD) in CKD cannot be explained by the high prevalence of
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traditional risk factors in this setting, and classical CV risk scores, such
as the Framingham risk score, underestimate the CV risk in this popu-
lation.® Further, the results of pharmacological interventions that have
proven a cardio-protective benefit in the general population or other
high risk populations (eg in diabetes or in patients with established
cardiovascular disease), such as statins or inhibitors of the renin-an-
giotensin system, have failed to show a benefit in patients with end-
stage renal disease.*” Because of that, new or uraemia-related CV risk
factors have been postulated to play a role in the CV risk of these
patients.® Thus, there is a need for the search of new therapies able to
reduce the high CV risk and the associated mortality in this population.

There is wide evidence indicating that endothelial dysfunction
is an initial stage for the development of atherosclerosis, and in vivo
and in vitro studies have demonstrated that endothelial dysfunction
is present in CKD.? In previous in vitro studies, endothelial dysfunc-
tion induced by the CKD milieu has been characterized. Exposure
of endothelial cells (ECs) to sera from CKD patients results in mor-
phological alterations, enhanced thrombogenicity of the extracel-
lular matrix and changes towards a pro-inflammatory phenotype,
with increased expression of adhesion receptors and activation of
signalling pathways, such as nuclear factor-kappa B (NFkB),'° or the
innate immunity Toll-like receptor 4 (TLR4) and the NALP3 inflam-
masome.'! Moreover, the endothelial response to the CKD insult is
also characterized by an enhanced oxidative stress and changes in
the expression of related proteins.'?°

Our previous in vitro results suggest that the CKD setting induces
activation of specific genes in the endothelium that promotes a proo-
xidant, pro-inflammatory, prothrombotic and proproliferative state. In
this regard, HDACs enzymes are important epigenetic factors that reg-
ulate pro-inflammatory gene expression, in ECs and in other tissues,
and also deacetylate non-histone proteins that regulate inflamma-
tory signalling.16 Therefore, they appear to be promising therapeutic
targets for the treatment of atherosclerosis and other cardiovascular
diseases.'"'® Furthermore, HDAC activity is linked to a number of car-

2% and

dio-renal pathologies, including heart failure,'? hypertension,
diabetes or diabetic kidney disease.?*?? Thus, the dysfunctional en-
dothelium and its epigenetic regulation arise as an attractive target
for interventions designed to reduce the risk and burden of CVD in
CKD patients.23'24 Defibrotide (Defitelio®) (DF) is a drug composed
by a complex single-stranded oligodeoxyribonucleotides derived from
porcine intestinal mucosal DNA that has demonstrated profibrinolytic,
antithrombotic-thrombolytic, antiischaemic, antishock, antiatheroscle-
rotic, antirejection and anti-angiogenic effects.?> The endothelial pro-
tective activity of this drug has been demonstrated in different clinical
settings.24"28 This drug interacts specifically with the membrane of ECs
where it displays its anti-inflammatory and anti-oxidant effects.?’

In the present study, we applied a translational approach®? to iden-
tify proteins differentially expressed in an endothelium exposed to the
CKD milieu and the effect of DF. Functional assays were performed to
confirm the role of the most physiologically relevant identified proteins
and their implication in the development of endothelial dysfunction.
Moreover, we aimed at identifying the mechanisms involved in the pro-

tective effect exerted by DF in this setting.

2 | METHODS
2.1 | Patients and sample collection

Sera from patients with end-stage renal disease on maintenance
haemodialysis (HD, n = 20) were included. Patient characteristics are
detailed in Table 1. In order to exclude causes other than uraemia in
endothelial dysfunction, patients with diabetes, dyslipidaemia and/
or previous CVD and/or current smokers were excluded. All CKD
patients were dialysed with biocompatible membranes, ultrapure
water, for 24 hours, three times a week with a Kt/V = 1.3. None of the
patients were dialysed through an HD catheter as a vascular access.
Blood samples were collected before the 2nd or 3rd HD session of
the week. Sex and age-matched healthy donors (n = 20), with no pre-
vious history of CVD, and preserved renal function (eGFR > 90 mL/
min/1.73 m?2, CKD-EPI formula) were enrolled as controls (Table 1).
Serum samples from CKD patients and from healthy donors were
obtained by centrifugation of non-anticoagulated blood (3000 g,
15 minutes) and stored at -80°C until used. Pools of serum were

TABLE 1 Clinical characteristics of patients and controls

Control HD
(n=20) (n=20)
Age, years, mean + SD 48.3+9.3 55.4+15.7
Female/male 12/8 9/11
Estimated filtration rate CKD- >90 0
EPI (mL/min/1.73 m?
Mean time on dialysis, 23+57
months * SD
Dialysis adequacy, Kt/V, mean, 2.3+04
+SD
Serum albumin (g/L), 44 + 4 396
mean * SD
CRP (mg/dL), mean + SD 0.2+0.1 04+0.2
Haemoglobin (g/L), mean+SD  12.6 +1.6 11.3+0.4
Leucocytes (10%/L), mean +SD 7.4+ 1.6 6.8+1.2
Causes of CKD n (%)
Glomerulonephritis 4 (20%)
Polycystic kidney disease 3 (15%)
Interstitial nephropathy 4 (20%)
Obstructive kidney disease 2 (10%)
Nephrosclerosis 3(15%)
Unknown 4 (20%)
Hypertension n (%) 0 14 (70%)
Use of statins n (%) 0 8 (40%)
Use of vitamin D n (%) 0 18 (90%)
Use of erythropoiesis stimu- 0 17 (85%)
lating agents n (%)
Use of inhibitors of the renin- 0 6 (30%)

angiotensin system n (%)

Abbreviation: CRP, C-Reactive protein.
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prepared containing serum samples from different healthy donors
or HD patients, which were used as reagent for the different experi-

ments performed.

2.2 | Endothelial cell cultures

ECs were isolated from human umbilical cord veins.?° Cells were
maintained and subcultured at 37°C in a 5% CO, humidified in-
cubator in EGM-2 Endothelial Cell Growth Medium-2 BulletKit
(Lonza, Cultek SLU). Culture medium was replaced every 48 hours.
To perform the experiments, ECs were used between the 2nd
and 3rd passage. To study the CKD-induced endothelial dam-
age, we used an established in vitro model of uraemic endothelial
dysfunction.?*31324 This model consists of exposing endothelial
cells to Medium 199 (Gibco BRL, Life Technologies) supplemented
with 100 U/mL penicillin, 100 g/mL streptomycin (Gibco BRL, Life
Technologies) and 20% of pooled sera from patients (n = 20) or from
matched healthy donors (n = 20), for different periods depending on
the endothelial damage marker to be evaluated.

2.3 | Differential proteomic analysis

ECs were isolated from human umbilical cord veins (n = 6) and cul-
tured as previously described. After reaching confluence during the
first passage, cells were mixed, seeded in 75-cm? flasks and exposed
to media containing 20% of pooled sera of controls (n = 20 distributed
in 6 different pools) or CKD patients (n = 20 distributed in 6 different
pools) with or without DF (100 pg/mL, a dose selected from our previ-
ous studies)?”?’ during 24 hours. Then ECs were washed, trypsinized,
counted, pelleted and stored at -80°C until proteomic analysis.

Each sample was then solubilized in Laemmli lysis buffer
(60 mmol/L Tris HCI, pH 6.8, 2.2% (w/v) SDS, 5% (v/v) glycerol,
0.1 mol/L DTT), incubated for 3 minutes at 99°C, sonicated and
centrifuged for 15 minutes. Protein concentration was determined
using the Quick Start Bradford Protein Assay (Bio-Rad) following
the manufacturer's recommendation.®! Then, 100 ug of proteins
was separated by using SDS-PAGE 12% acrylamide gel. The gel
was fixed with 30% ethanol and 10% acetic acid and precondi-
tioned with sodium thiosulphate, before silver nitrate staining

treatment with the modified Blum et al®?

silver staining proto-
col. Gels were cut into 3 mm slices prior to trypsin digestion and
peptide extraction.®® Peptides were separated by means of nano
liqguid chromatography using a Proxeon EASY-nLC (Thermo Fisher
Scientific) with a flow rate of 300 nL/min, a C18 trap column
(5 um, 120 A, 100 um inner diameter 2 cm in length), an EASY
C18 analytical column (3 pm, 120 A, 75 pum inner diameter 10 cm
in length). The following linear gradient, using solvent B (97% ace-
tonitrile, 0.1% formic acid) and solvent A (3% acetonitrile, 0.1%
formic acid), was employed: 5%-40% buffer B (90 minutes); 40%-
100% buffer B (5 minutes); 100% buffer B (15 minutes) finally. MS/
MS analysis was performed using an LTQ Orbitrap Velos (Thermo

Fisher Scientific) coupled to a nanoelectrospray ion source
(Thermo Fisher Scientific). MS/MS data acquisition was completed
using Xcalibur 2.1 (Thermo Fisher Scientific).®*

Data were processed using Proteome Discoverer 1.2 (Thermo
Fisher Scientific). For database searching, processed data were
submitted to the in-house Homo sapiens UniProtKB/Swiss-Prot
database (released June 2011; 20 211 protein entries) using
SEQUEST, version 28.0 (Thermo Fisher Scientific). The follow-
ing search parameters were used: two maximum missed cleav-
ages for trypsin; carbamidomethylation as a fixed modification;
methionine oxidation as a variable modification; 20 pp peptide
mass tolerance; and 0.8 Da fragment ion tolerance. Criteria used
to accept identification included a false discovery rate (FDR) of
0.05, and five minimum spectra (and at least one unique pep-
tide) matched per protein. Proteins identified were classified ac-
cording to biological function(s) using the information available
at the UniProt Knowledge base (UniProtkKB/Swiss-Prot) website
(http://www.uniprot.org) and checked according to previous de-
scriptions found in PubMed (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubme
d/; National Center for Biotechnology Information, US National
Library of Medicine, National Institutes of Health, Bethesda, MD).
Spectral counts were normalized using the average of the sum of
raw counts across all samples. Differentially expressed proteins
were identified using stringent selection criteria: fold change 23
for up-regulated proteins, detected in all samples and a mean nor-
malized count in positive samples of 22.

2.4 | Confirmation of proteins by Western blot and
immunofluorescence studies

From the differentially up-regulated proteins found comparing the an-
alysed settings, both HDAC1 and HDAC2 were selected to be deeply
studied. First, protein lysates from ECs exposed to the same condi-
tions studied in the proteomic assay were analysed by Western blot
(WB, n = 4) and immunofluorescence (IF, n = 6) with specific primary
antibodies (Abcam) to confirm the proteomic results.

For WB analysis, ECs were exposed to media containing 20% of
pooled sera of controls (4 different pools) or CKD patients (4 different
pools) with or without DF (100 pg/mL, a dose selected from our previ-
ous studies)?”?’ during 24 hours. Then, ECs were lysed with Laemmli's
buffer, sonicated to shear DNA and reduce viscosity (15 seconds), and
heated to 90°C (5 minutes). Protein concentration in the supernatants
was determined using Coomassie Plus (Pierce). Samples were resolved
by 8% SDS-PAGE, proteins transferred to nitrocellulose membranes
and probed with specific antibodies against HDAC1, HDAC2 (Abcam)
and B-actin (Cell Signaling). Membranes were incubated with a per-
oxidase-conjugated anti-rabbit I1gG and developed by chemilumines-
cence.?’ Densitometric assay of protein bands was performed using
Fiji (ImageJ, National Institutes of Health), and all values were normal-
ized with their respective B-actin bands.

For IF analysis, ECs were exposed to the same conditions pre-

viously described, fixed with 4% paraformaldehyde in 0.15 mol/L
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PBS, pH 7.4 (4°C, 10 minutes), blocked with 1% BSA, permeabilized
with triton X-100 (Sigma) and incubated with a primary antibody
against HDAC1 and a secondary antibody anti-rabbit IgG conju-
gated with Alexa 488 (Molecular probes). Nuclei were stained with
DAPI (Sigma). Samples were evaluated by a fluorescence micros-
copy (Leica DM4000B), images were captured through a video cam-
era (Leica DFC310FX), and the percentage of the area positive for
staining was calculated by computerized establishing a threshold
through morphometric analysis (Fiji, ImageJ, National Institutes of
Health). Moreover, with the aim of analysing the location of HDAC1,
a colour threshold tool defining blue colour was used to differenti-
ate nuclei (blue) and cytoplasm (not blue). Then, HDAC1 expression
was differentially quantified in these two compartments. Moreover,
to evaluate the specificity of HDAC1 inhibition by DF, a dose-de-
pendent study (0, 50 and 100 pg/mL) was performed by using an

IF assay.

2.5 | Roles of HDAC1 and HDAC2 in endothelial
damage induced by CKD sera

To evaluate the role of HDAC1 and HDAC2 in uraemic endothe-
lial dysfunction, a pan-HDAC inhibitor trichostatin A (TSA) (Sigma
Aldrich) and DF were used as HDAC inhibitors. ECs on 6-well mi-
croplates were pretreated (24 hours) with TSA (50 nmol/L) or DF
(100 pg/mL) and exposed to media containing 20% of pooled sera
from the uraemic patients or healthy donors, as previously described
for the differential proteomic analysis. Cells were then fixed and
labelled for intercellular adhesion molecule-1 (ICAM-1) (Millipore,
Merck), Toll-like receptor 4 (TLR4) (Abcam) and von Willebrand
Factor (VWF) (DAKO) using IF, as previously described. Reactive oxy-
gen species (ROS) production was explored by using CM-H2DCFDA.
This compound can passively diffuse into cells being oxidized by ROS
to the highly fluorescent dichlorofluorescein. ROS production was
monitored by fluorescence microscopy. All samples were evaluated
by microscopy (Leica DM4000B), and images were captured through
a videocamera (Leica DFC310FX). Fluorescence micrographs were
analysed using ImageJ (version 1.43m; NIH, http://rsb.info.nih.gov/
nih-image/manual/tech.html#). Cultured cells were selected from
the background with the threshold tool, and the fluorescence inten-

sity was measured.

2.6 | Activation of Pl 3-kinase/AKT pathway as
inducer of HDAC1 and HDAC2 expression and
inhibitory effect of defibrotide

740 Y-P (Tocris Bioscience, Bio-Techne R&D Systems, S.LU), a cell-
permeable Pl 3-kinase/AKT activator, was used as reagent to inves-
tigate the interaction between DF and HDAC1 and HDAC2. 740 Y-P
was added (20 pmol/L, 5 hours) to ECs cultures in the presence or
absence of DF and HDAC1 and HDAC2 expression was evaluated
through IF (n = 6) and WB (n = 4).

2.7 | Study approval

Written informed consent was obtained from all participants, and
the study was approved by the Ethical Committee of the Hospital
Clinic (HCB/2014/0302) and carried out according to the principles
of World Medical Association Declaration of Helsinki.

2.8 | Statistics

Results are expressed as mean + standard error of the mean (SEM)
and correspond to the % of labelled area/% of nuclei area for IF as-
says when analysing total HDAC1 expression, in % of labelled area
when analysing HDAC1 expression in nuclei or cytoplasm, and in fold
increase vs control for the values obtained from densitometric analysis
of the protein bands normalized with their respective B-actin bands
for WB. N corresponds to different experiments performed with dif-
ferent pools (from healthy donors or CKD patients) for each value ana-
lysed. Statistical analysis was performed using SPSS statistical package
17.0.0 (SPSS Inc, Chicago, IL) with raw data using t test. Results were

considered statistically significant when P < .05.

3 | RESULTS

3.1 | Endothelial dysfunction in CKD is
characterized by an increase in HDAC1 and HDAC2,
among other proteins

To study the proteomic changes involved in endothelial uraemic dys-
function and the potential protective role of DF in this setting, a pro-
teomic approach was performed on ECs exposed to sera of healthy
controls or CKD patients in the absence and presence of DF. After
normalization, 11 proteins were differentially expressed comparing
the analysed settings (Table 2). Proteins related to inflammation, such
as protein arginine N-methyltransferase 5 or histone arginine meth-
yltransferase; proteins involved in epigenetic regulation and proteins
related to cell motility; proliferation and survival (HDAC1, HDAC?2,
ATP-dependent DNA helicase Q1, TRIO and F-acting-binding pro-
tein), among others were overexpressed in the uraemic setting.
Results suggested that DF could re-establish the proper expression of
proteins that were found overexpressed in the ECs exposed to CKD

conditions.

3.2 | DF prevents the overexpression of HDAC1 and
HDAC2 induced by CKD sera, as well as increased
HDAC1 in both nucleic and cytoplasmic locations

WB and IF techniques were applied to confirm HDAC1 and HDAC2
overexpression in ECs exposed to CKD sera and the effect of
DF. WB results confirmed that CKD induced an overexpression
of HDAC1 (1.9 + 0.3 fold vs Control, n = 4, P < .05) and HDAC2
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TABLE 2 Overexpressed proteins in endothelial cells exposed to CKD sera

Swiss-Prot
accession no. Protein name Gene Cellular location
P33121 Long-chain-fatty-acid- ACSL1  Mitochondrion, en-
CoA ligase 1 doplasmic reticulum,
and peroxisome
014744 Protein arginine PRMT5  Golgi apparatus, nu-
N-methyltransferase 5 cleus, and cytoplasm
Q03701 CCAAT/enhancer-bind- CEBPZ Nucleus
ing protein zeta
Q9UJWO Dynactin subunit 4 DCTN4 Cytoskeleton, cell cor-
tex, and sarcomere
Q9BY44 Eukaryotic translation EIF2A Cytosol, extracellular
initiation factor 2A region, and secreted
Q92556 Engulfment and cell ELMO1 Plasma membrane
motility protein 1
Q13451 Peptidyl-prolyl cis-trans FKBP5  Nucleus and
isomerase FKBP5 cytoplasm
Q96124 Far upstream element- FUBP3  Nucleus
binding protein 3
Q96PP9 Guanylate-binding GBP4 Golgi apparatus and
protein 4 nucleus
Q13547 Histone deacetylase 1 HDAC1 Nucleus
Q92769 Histone deacetylase 2 HDAC2 Nucleus and
cytoplasm

Molecular function

Ligase, activation of long-chain
fatty acids for both synthesis of
cellular lipids, and degradation via
beta-oxidation

Chromatin regulator methyl-
transferase, repressor, and
transferase

Activator

Protein N-terminus binding

Initiation factor

SH3 domain binding

Heat shock protein binding

DNA-binding transcription acti-
vator activity, RNA polymerase
Il-specific, and RNA binding

GTPase activity

Chromatin regulator, Hydrolase,
and repressor

Chromatin regulator, hydrolase,
and repressor

WILEY-

Biological process

Fatty acid metabolism, lipid
metabolism

Biological
rhythms, transcription

Transcription regulation

Endoplasmic reticulum to Golgi
vesicle-mediated transport
and nuclear migration

Protein biosynthesis and trans-
lation regulation

Actin cytoskeleton organiza-
tion, apoptotic process, and
vascular endothelial growth
factor receptor signalling
pathway

Chaperone-mediated protein
folding

Positive regulation of gene
expression

Cellular response to
interferon-gamma

Biological rhythms and
Transcription regulation

Biological rhythms and tran-
scription regulation

(1.5 £ 0.1 fold vs Control, n = 4, P < .05) that was normalized in the
presence of DF (1.1 + 0.2 for HDAC1, and 0.9 + 0.2 for HDAC2,
n =4 and P < .05 vs CKD for all experiments) (Panel A, Figure 1).
Similarly, an increase in HDAC1 was detected by IF in ECs exposed
to CKD from 3 + 0.3% of labelled area/% nuclei area in controls to
4.7 £ 0.2% of labelled area/% nuclei area in CKD (n = 6, P < .01).
The effect of uraemic sera on endothelial HDAC1 expression
was prevented by DF (2.6 + 0.1% of labelled area/% nuclei area,
n =6, P <.01 vs CKD) (Micrographs and left scatterplot, Panel B,
Figure 1). Specifically at the nucleus, CKD sera induced a signifi-
cant increase in HDAC1 (77.5 + 2.9% vs 50.3 + 2.4% of nuclei la-
belled area in control samples, n = 6, P < .01), which was prevented
by DF (41.8 + 5.2% of nuclei labelled area, n = 6, P < .01 vs CKD). In
addition, the effect of DF was also notable in the cytoplasmic loca-
tion in ECs exposed to CKD, as the overexpression of the protein
in ECs exposed to uraemic sera vs controls was reduced to almost
75% of cytoplasmic labelled area (Micrographs and right scatter-
plot, Panel B, Figure 1).

3.3 | Theinhibitory effect of DF on CKD-induced
HDAC1 overexpression is dose-dependent

Immunofluorescence assays were performed with different DF doses to
test the specificity of the reduction of HDAC1 expression previously de-
tected. In ECs exposed to CKD sera, HDAC1 total expression increased
to 4.7 £0.2% of labelled area/% nuclei area compared to control, and was
dose-dependently inhibited in the presence of 50 pg/mL (4.2 + 0.3% of
labelled area/% nuclei area, n = 6,) and 100 pg/mL (3.8 £ 0.1% of labelled
area/% nuclei area, n = 6, P < .05 vs CKD) of DF (Figure 2).

3.4 | CKD-induced endothelial dysfunction
is mediated through HDAC1 and HDAC2
overexpression

ICAM-1 and TLR4 expression on cell surfaces and vVWF con-

tent were higher in ECs exposed to the CKD patients’ sera when
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FIGURE 1 Defibrotide prevents
HDAC1 increased expression induced

by CKD sera at both nucleic and
cytoplasmatic locations. A, Immunoblot
images show expression of HDAC1 (left)
and HDAC2 (right) when endothelial

cells were exposed to control or CKD

sera (24 h) in the absence or presence of
DF (100 pg/mL). B, Micrographs show
HDAC1 expression (green) in endothelial
cells exposed to control and CKD sera in
the absence or presence of defibrotide
(CKD + DF). Left column shows total
presence of HDACI1 (green) and nucleic
(blue) staining. The middle column shows
HDAC1 expression only in the nuclei

and the right column shows HDAC1
expression only in the cytoplasm (40x
magnification). Left scatterplot (with
median) represents HDAC1 expression in
terms of the total percentage of labelled
area/percentage of nuclei area, and right
scatterplot represent HDAC1 expression
in terms of the total percentage of labelled
area in nuclei or cytoplasm, in endothelial
cells exposed to healthy sera (Control) and
sera from CKD patients with or without
the presence of defibrotide (CKD and
CKD + DF, respectively) (n = 6, being

**P < .01 vs control and ##P < .01 vs CKD,

3 O Nuclei : .
3 6 * % 100 1 % Dan A C:tco:lasm n = number of independent experiments,
E o* ®Total zg OP A statistical analysis was performed with
E i '.o g 704 ?g_ #H raw data using t test)
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¢ — . 5 501 Cgc Q
S . see 2 404 © =
E 2 4 L ; 30 4 o O #g
2 20 - Ying
= 10 4 e a
0 T T T 0 T T T
Control CKD CKD+DF Control CKD CKD+DF
100 ug/mL 100 ug/mL

compared to control sera (1.5 + 0.2%, 0.8 £ 0.1%, and 7.5 £ 0.9% vs
0.6 £0.1%, 0.4 + 0.1%, and 3.9 + 0.2%, respectively, n = 6, P < .05).
Exposure of ECs to CKD sera in the presence or absence of TSA
was performed to assess if HDAC1 and HDAC2 overexpression me-
diated the increases in markers of endothelial damage induced by
CKD. Our results point out that inhibition of HDACs overexpression
reduced the increase in the markers of endothelial damage evalu-
ated. In the presence of TSA, ICAM-1 expression was reduced from
1.5+£0.2% to 0.9 £ 0.1%, TLR4 from 0.8 + 0.1% to 0.4 + 0.1%, VWF
from 7.5 £ 0.9% to 3.6 + 0.4% and ROS production from 4.1 + 2.1 of
mean fluorescence intensity to 21.8 + 2.0% (P < .05 for all values)
(Figure 3). Furthermore, DF was also capable to inhibit the expres-
sion of ICAM-1, TLR4 and vVWF content on cells exposed to uraemic
sera in a significant manner, decreasing their expression to control
levels (0.4 £ 0.1%, 0.4 £ 0.1% and 4.1 + 0.2%, respectively, n = 6,
P < .05 vs CKD for ICAM and P < .05 vs CKD for TLR4 and vWF)
(Figure 3). DF also exhibited a remarkably and significant inhibitory

effect on ROS generation in response to the uraemic sera, reduc-
ing its production to control levels (18.1 + 1.3 of mean fluorescence
intensity, n = 6, P < .05 vs CKD) (Figure 3).

3.5 | Effect of DF on HDAC1 and HDAC2
is potentially mediated through PISK/AKT
pathway inhibition

ECs were exposed to P740-Y-P, a cell-permeable phosphopeptide
activator of the PISK/AKT pathway in the presence or absence of
DF (100 pg/mL). Then, HDAC1 expression was assessed by WB and
IF, and HDAC2 by WB (Figure 4).

WB results revealed that the expression of HDAC1 and HDAC2 was
increased in ECs incubated with P740-Y-P (5 hours) (fold of 1.9 + 0.1
and 1.4 * 0.2, respectively vs control, n = 4, P < .05) and that these
increases were prevented by DF (0.9 £ 0.1 and 1.1 £ 0.2 fold vs control,
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FIGURE 2 Defibrotide prevents HDAC1 increased expression
induced by CKD sera in a dose-dependent manner. Micrographs
show endothelial cells exposed to CKD sera in absence (up)

and presence of defibrotide (50 pg/mL and 100 pg/mL). Nuclei
are labelled with DAPI (blue) (40x magnification). Scatterplot
(with median) represents quantification of the area positive for
HDAC1 staining normalized by percentage of nuclei area, by
immunofluorescence technique (n = 6, being *P < .05 vs control
and #P < .05 vs CKD, n = number of independent experiments,
statistical analysis was performed with raw data using t test)

respectively). Moreover, through an IF assay HDAC1 overexpression
in the nuclei was confirmed after the incubation of ECs with P740-
Y-P (from 32.6 + 4.4% of covered area to 44.9 + 6.4%, n = 6, P < .05).
Defibrotide was able to prevent this increase (27.6 + 5.9, n = 6, P < .05).

4 | DISCUSSION

Our present study explored the protein signature of the endothe-
lium exposed to CKD sera in the presence and absence of DF, and
pointed out to HDACs as key molecules that mediate the endothelial
response to the CKD milieu. Both TSA and DF prevented the en-
dothelium from developing its pro-inflammatory, prooxidant, pro-
thrombotic and activated innate immunity phenotype induced by
the CKD sera. Further, PI3BK/AKT signalling pathway was identified

as a putative pathway through which DF modulates HDACs expres-
sion (Figure 5). Thus, the results of the present study highlight the
relevance of the epigenetic changes associated with endothelial dys-
function in CKD and uncover the potential mechanisms of action by
which DF exerts its protective effect on ECs in this setting.

The involvement of vascular endothelium in the initiation and the
progression of atherosclerosis in CKD patients has been progres-
sively recognized. So far, the endothelial phenotype in CKD has been
extensively characterized, but there is a lack of information regarding
the mechanisms through which the uraemic milieu exerts an impact
on the endothelial cell and its epigenome. To approach this knowl-
edge, we applied an established translational methodology12 to look
for the signature of endothelial dysfunction in CKD and find key fac-
tors that may be susceptible to be regulated by DF. We were able
to identify two proteins, HDAC1 and HDAC?2, involved in epigenetic
regulation, among other up-regulated proteins. Epigenetics refer to
chromatin-based mechanisms important in the regulation of gene ex-
pression that do not involve changes in the DNA sequence per se.353¢

Our proteomic results were confirmed by other techniques
and revealed that the CKD milieu induces overexpression of both
HDAC1 and 2 and the accumulation of HDAC1 in both the nucleus
and the cytoplasm of ECs. These two enzymes are widely expressed
in human tissues, belong to class | HDACs, which are considered the
‘classical’ HDACs, whose activities could be inhibited by TSA, and
are involved in cell proliferation and cell survival.” Although HDAC
class | (HDAC 1, 2, 3 and 8) is classically described as being expressed
in the nucleus, these proteins are also found in the cytosol. In this
sense, several studies have shown that HDAC1 can also be expressed

38-40 3nd although its expression

in the cytosol in different cell lines,
is mainly located in the nucleus, its expression is enhanced in the
cytosol in pathological conditions.** Further, it has been reported
that the up-regulation of HDAC1 in ECs deacetylates nitric oxide
synthase 3 (NOSs), directly resulting in a decrease of endothelial ni-
tric oxide production.42 HDAC overexpression in ECs in response to
CKD sera is in concordance with previous evidence by other authors
showing enhanced expression of these proteins in other cardio-renal
pathologies.!”"?? The protective effect of DF in this setting concord
with its proved beneficial effect in other clinical entities associated
with endothelial dysfunction.?”??

HDACSs positively act on pro-inflammatory candidates, such as
cytokines (IL-6, 1L-12, TNF), chemokines (CCL2, CCL7 and CXCL)
and other inflammatory mediators (MMP-9 and endothelin-l).“S'44
In this regard, HDACs inhibitors show broad anti-inflammatory ef-
fects through different mechanisms. In our model of uraemic en-
dothelium, both TSA and DF reduced ICAM-1 expression and vVWF
production. Moreover, there are many studies demonstrating the
important role of HDACs both in innate and adaptive immunity. In
particular, these enzymes seem to act on the expression of TLR tar-
get genes.*® In this regard, we show in the present study that TLR4
expression is regulated by HDACs in ECs exposed to a uraemic mi-
lieu. In addition, the inhibition of ROS production by TSA and DF
demonstrates that HDACs are also involved in the prooxidant endo-

thelial response to CKD.
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FIGURE 3 ICAM-1, TLR4, vWF and ROS increases in CKD are mediated through HDACs induction. Micrographs show enhanced
expression of the adhesion receptor ICAM-1 (red), TLR4 (red), the adhesive protein vWF (red) and production of ROS (green) when
endothelial cells were exposed to CKD patients' sera. The co-incubation of cells with CKD patients sera and TSA (CKD + TSA, middle row)
or defibrotide (CKD + DF, lower row) induced a decrease in the expression of the markers of endothelial damage analysed. Cell nuclei are
stained with DAPI (blue) (40x magnification). Scatterplots (with median) correspond to the quantification of the endothelial damage markers
evaluated. All data correspond to relative expression compared to control levels (n = 6, being *P < .05 vs control and #P < .05 and ##P < .01
vs CKD, n = number of independent experiments, statistical analysis was performed with raw data using t test)

The pharmacological inhibition of HDACs is a new target for sev-
eral disorders. These drugs have been approved for the treatment
of some lymphomas, or epilepsy (valproic acid) and several others
are in clinical trials. Further, these agents have shown its efficacy in

animal models of inflammatory diseases, attenuating the progres-
sion of renal fibrogenesis in obstructive nephropathy or reducing
cyst formation in polycystic kidney disease.*® This property has been

successfully applied to ameliorate endothelial activation and vascular
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FIGURE 4 Defibrotide acts as a P13/
AKT inhibitor to interact with HDACs.

A, Immunoblot images show expression
of HDAC1 (left) and HDAC2 (right) when
endothelial cells were exposed to 740 Y-P
in absence or presence of DF (100 ug/
mL). B, Micrographs show an increase in
HDAC1 expression (green) in endothelial
cells exposed to P740-Y-P (+P740-Y-P)
and a decrease when DF was added (+740
Y-P + DF). Scatterplot (with median)
represents the quantification of HDAC1
expression in the three situations (Control,
+740 Y-P, +740 Y-P + DF) in terms of the
labelled area (n = 6, being *P < .05 vs
control and #P < .05 vs CKD, n = number
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pathophysiology in sickle cell anaemia in transgenic mice. In this ex- Once we demonstrated that DF is able to reduce HDACs expres-
perimental animal model, and also in HUVECs,*”8 TSA significantly sion and their downstream effects in the CKD-induced endothelial
reduced VCAM-1 and tissue factor expression.49 Although many of damage, we focused on the search of the signalling pathway po-
the underlying mechanisms and functions of HDACs in human cells tentially used by the drug to modulate these epigenetic regulators.
are poorly understood and remain unclear, they appear to be promis- There is evidence demonstrating that HDAC expression is regulated

ing targets in the modulation of endothelial dysfunction.

by the PIBK/AKT pathway.?”>° In addition, our group has previously

HDAC upregulation contributes to uremia endothelial

dysfunction. Defibrotide protective effect
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FIGURE 5 Visual abstract. A single, concise, pictorial and visual summary of the main findings of the present study in which we
demonstrate that HDACs appear as key modulators of the CKD-induced endothelial dysfunction and that DF prevents endothelial
dysfunction responses to the CKD insult likely through PISBK/AKT
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demonstrated that DF inhibits the activation of PI3K/AKT.?”>! Both
facts prompted us to hypothesize that DF was regulating HDACs
through this pathway. To prove this hypothesis, ECs were exposed
to a PIBK/AKT inducer to stimulate HDAC expression, and then, the
effect of DF was explored. Our results indicate that DF could act as
a PIBK/AKT pathway inhibitor to modulate HDACs expression. One
of the limitations of our study is that we measured protein levels,
but not HDACs activity or other HDACs not appearing in our pro-
teomic approach. Another limitation of our study is that we used a
pan-HDAC inhibitor rather than specific HDAC1 or 2 inhibitor, and
its effects on other HDACs cannot be ruled out.

In conclusion, CKD is an example of a complex disease in which the
phenotype arises from a combination of environmental and inheritable
factors.>? Evidence suggests that the contribution of the uraemic milieu
may be mediated via modifications of the epigenome. The findings of
the present study revealed a role for HDACs as key modulators of the
endothelial phenotype in response to the CKD insult. These enzymes
seem to mediate, at least in part, the endothelial enhanced oxidative
stress, the up-regulation of the innate immunity, and the pro-inflamma-
tory and pro-thrombogenic responses. In addition, we provide strong
evidence showing that DF may confer a protection to the endothelium
from the uraemic insult acting as a potential HDAC modulator. Finally,
DF seems to exert its endothelial protective effect by inhibiting HDAC
up-regulation likely through PI3K/AKT signalling pathway.
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El planteamiento que ha llevado a realizar esta TD es el de intentar responder a
la pregunta de si es posible modificar la DE presente en la uremia mediante
nuevas estrategias de modulacion farmacolégica. El objetivo era buscar
opciones y dianas terapéuticas distintas a las que disponemos en la actualidad,
ya que éstas no han demostrado un beneficio en reducir la elevada

morbimortalidad CV de los enfermos con ERCT.

Como ejemplo de ineficacia terapéutica cabe destacar el grupo de las estatinas
o los IECA/ARAII que, si bien han demostrado tener efectos beneficiosos en
otros subgrupos de elevado riesgo CV, como los pacientes diabéticos o con
historia de cardiopatia isquémica (21-23), no lo han demostrado en los
pacientes en didlisis. Los resultados de uno de los ultimos ensayos publicados -
estudio SHARP- (260) reafirma esta idea de ineficacia: la combinacion de
simvastatina+ezetimibe no redujo el riesgo de los eventos CV en el subgrupo
de pacientes del estudio que estaban en HD, a diferencia de la reduccién del
17% para el conjunto de pacientes con ERC avanzada o ERCT. De aqui que se
justifigue que la mayoria de las guias (KDIGO; American Heart Association,
National Lipid Association o NICE) no recomienden el inicio de estatinas en
aquellos pacientes que estén en dialisis. Ello refuerza la idea de la complejidad
de los mecanismos implicados en la DE en la uremia y, consiguientemente, de

un riesgo CV residual muy elevado y dificilmente reducible.

Es probable que el desequilibrio entre el OS y los mecanismos antioxidantes,
junto con la inflamacién cronica, la activacion de la inmunidad innata y los
cambios epigenéticos presentes en la uremia, desempefien un papel crucial en
el desarrollo y perpetuaciéon de la DE. El dafio endotelial constituye el eslabdn
inicial para el desarrollo de la aterosclerosis acelerada, arteriosclerosis y
afectacion microvascular de los pacientes con ERCT en dialisis cronica y por lo
tanto el motivo de su elevado riesgo CV (43,261-263).
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Con estas premisas, la posible modulacion de la inflamacién y el OS, asi como
una estrategia de proteccién de la CE podrian ser dianas prometedoras para

prevenir la DE presente en este contexto.

Los resultados presentados en esta TD, obtenidos a partir del analisis del
efecto de distintos compuestos sobre un modelo in vitro de CE humanas
incubadas en presencia de medio urémico, permiten ser optimistas y dar una

respuesta afirmativa a la pregunta formulada.

En el primer estudio Antioxidant and anti-inflamatory strategies based on the
potentiation of glutathione peroxidase activity prevent endotelial dysfunction in
chronic kidney disease se evalué el impacto que tiene sobre la DE la
modificacion del entorno prooxidante/proinflamatorio que caracteriza el medio
urémico utilizando muestras de suero procedente de pacientes con ERCT en
programa de DP. En concreto, fueron evaluados los cambios que suceden tras
la exposicion de las CE a distintos flavonoides -antioxidantes no enzimaticos-
(177,232,234,235), un mimético de la GPX (ebselen) (242—-244), dos miméticos
de la SOD (EUK134, EUK118) (245-247), que son los sistemas antioxidantes
constitutivos mas importantes del organismo (148,174,176,177,179), y NAC
(231,236-241), un farmaco usado en la practica clinica habitual con

propiedades antioxidantes.

El segundo estudio Upregulation of HDAC, a harbinger of uremic endotelial
dysfunction, is prevented by defibrotide plante6é un enfoque distinto al explorar
la posibilidad de mejorar la DE inducida por el entorno urémico, mediante un
agente protector endotelial. En este caso utilizando muestras de suero
procedente de pacientes con ERCT en HD y tomando como referencia los
cambios identificados en la expresion protedmica de las CE en el entorno
urémico. En este estudio, se evalud el efecto de defibrotide, un farmaco con
propiedades protectoras del endotelio que ha demostrado tener su papel en
otras entidades nosoldgicas donde el endotelio juega un papel fundamental,
como la enfermedad venooclusiva hepatica, una complicacion muy grave que

se presenta en el trasplante autélogo de médula 6sea, en la enfermedad del
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injerto contra el huésped (248-254) y, previamente, en la enfermedad arterial y

venosa periférica.

Cabe destacar que, con el objetivo de evitar la interaccién de otras situaciones
o comorbilidades asociadas a la DE per se, en el momento de interpretar el
efecto del suero urémico sobre el endotelio vascular, fue realizada una
seleccion muy cuidadosa de los pacientes, tanto de DP como de HD,
excluyendo los pacientes diabéticos, con dislipemia severa, HTA mal

controlada, enfermedad cardiovascular conocida o historia de tabaquismo.

El estado urémico se asocia a disfuncién endotelial

Como punto de partida, los dos trabajos presentados en esta TD, han
permitido corroborar la presencia de una DE inducida por la exposicidon de las
CE al medio urémico y que se manifiesta asociada a un fenotipo proinflamatorio
(medido por una mayor expresion de ICAM-1), protrombogénico (determinado
por una mayor produccién de FvW), un aumento del OS (evaluado por una
mayor producciéon de ROS), asi como una activacién de la respuesta de la
inmunidad innata (demostrado por el aumento de la expresion de los
receptores “Toll-Like”, en concreto de TLR4). Estos resultados estan en linea
con los obtenidos en otros trabajos previos de nuestro grupo y de otros autores
(215,222,225-228,240,241) y permite reforzar la idea de interrelacion entre los

distintos mecanismos implicados en la DE.

Modulacion farmacolégica del estado oxidativo de la uremia

En el primer estudio, y partiendo de la evidencia generada previamente con
trabajos de nuestro grupo (215,222,225), se planted el objetivo de investigar el
posible efecto protector de diferentes compuestos con propiedades
antioxidantes y, por ende, su repercusion sobre la inflamacién al estar ambos
fendbmenos estrechamente relacionados (43). En concreto, fue explorado el
efecto del uso de tres flavonoides: apigenina (una flavona); genisteina (una

isoflavona) y quercetina (un flavonol), EUK134 y EUK118 (ambos miméticos de
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la SOD), ebselen (mimético de la GPX) y NAC (un farmaco con actividad

antioxidante debido a la capacidad de restaurar los niveles de GSH).

La eleccion de estos compuestos se justifica por la importancia que tienen los
sistemas antioxidantes como mecanismo de defensa. En la ERC existe un
marcado desequilibrio entre la generacion de ROS y los sistemas antioxidantes
endogenos, lo que se traduce en una situacion de OS marcado (229,264—-266).
Como ya se ha comentado en esta TD, existe una interrelacion directa entre la
inflamacion y el SO, lo que se traduce en que la acumulacion de ROS da
como resultado la activacién de vias de sefializacidn intracelular implicadas en
respuestas inflamatorias (266) que perpetuan y amplifican la DE en la ERC.
Ademas, estudios previos de nuestro grupo identificaron un aumento en la
expresion de enzimas antioxidantes en respuesta al medio urémico,

posiblemente como respuesta de defensa de las mismas células (228).

Las principales enzimas antioxidantes intracelulares incluyen la GPX y la SOD.
Una de las lineas de investigacion en los ultimos anos ha sido la busqueda de
compuestos sintéticos que simularan el funcionamiento de estas enzimas.
Varias publicaciones han demostrado su potencial en el tratamiento, por
ejemplo, del accidente cerebral isquémico agudo o la DM (242-247). De estos
compuestos el mas estudiado ha sido ebselen, un compuesto que contiene
selenio en su estructura, que cataliza la reduccion de ROS de una manera
similar a GPX, pero que ademas también reacciona con el sistema de TRX y
actua como un mimético de la reductasa del acido deshidroascoérbico, posee
capacidad para inhibir la NOX, la NOS vy la lipooxigenasa, entre otras varias
enzimas (242-244). Los compuestos EUK118 y EUK134 muestran una
actividad mimética de la enzima SOD y, en menor grado, de la CAT (245-247).

Desde la década de los 90 se ha venido proponiendo de forma creciente el uso
de los flavonoides, presentes en frutas y verduras, por su potencial efecto
antioxidante, antiinflamatorio y antitumoral (267,268). Estos compuestos (que
presentan una importante heterogeneidad quimica) actuarian como
antioxidantes hidrosolubles. Existen varias publicaciones que demuestran

beneficios cardiovasculares con el uso flavonoides (ya sea aportando
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suplementos alimenticios o potenciando una dieta rica en ellos), tanto en
pacientes en HD (232,235), como en pacientes no renales con factores de
riesgo CV (234). Sin embargo, existen varias limitaciones para ensayar estos
compuestos como posibles agentes farmacoldgicos: el gran numero de
flavonoides identificados, sus diferentes estructuras quimicas y las altas dosis

requeridas, que son dificiles de lograr con una dieta regular.

La NAC, un farmaco con amplia experiencia en su uso y de bajo coste, ha
demostrado tener un impacto positivo en la reduccion del OS y en la reduccion
del riesgo cardiovascular en un pequefo grupo de pacientes en dialisis (238),
asi como una mejoria de la DE en la ERC (239-241). El principal mecanismo de
accion de la NAC seria el de proporcionar los precursores de la cisteina, que es
el sustrato de la GPX para la regeneracion del GSH y ademas también posee
una actividad “scavenger” directa por su capacidad de neutralizar distintos ROS
a partir del grupo sulfidrilo (236,237).

De forma similar a lo publicado previamente, nuestro estudio no ha obtenido
una respuesta uniforme con los tres flavonoides testados. La quercetina fue el
flavanoide que impidi6 la produccion de ROS de forma mas marcada y el unico
capaz de reducir también la expresién del receptor de adhesion ICAM-1 vy la
activacién de las vias relacionadas con la inflamaciéon p38MAPK vy del factor de
transcripcion NFkB. Aunque la isoflavona genisteina redujo la generacion de
ROS vy la fosforilacion de p38MAPK, no logré inhibir la activacién del factor de
transcripcion NFkB, ni la expresion de ICAM-1 en las CE expuestas a medio
urémico. La flavona apigenina no mostré ningun beneficio antioxidante en las

CE expuestas a las condiciones analizadas.

En contraste con nuestros resultados, otras publicaciones, han observado
efectos antioxidantes y antiinflamatorios beneficiosos con el uso de genisteina
y apigenina en diferentes situaciones. Estos efectos incluyen la prevencion de
la oxidacion de las particulas LDL, la atenuacion de la produccion de ROS, la
inhibicion de la via de sefalizacion del factor de transcripcion NFkB vy la
expresion de moléculas de adhesién (268-271). Las discrepancias con los
resultados de nuestro estudio sugieren que el efecto de estos compuestos
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puede depender de varios factores, incluida la dosis o el tipo de estimulo,
aunque también puede contribuir la heterogeneidad de las lineas de CE

utilizadas en los estudios in vitro.

Respecto al uso de los miméticos de las enzimas antioxidantes los resultados
presentados en la presente TD demuestran que estos compuestos exhiben no
solo una actividad de eliminacion de radicales libres (funcion “scavenger”), sino
que también poseen importantes efectos antiinflamatorios, tal como lo
demuestra la inhibicién significativa de la activaciéon de las vias de sefializaciéon
p38MAPK y del factor de transcripcion NFkB, junto con una reduccién de la
expresion de ICAM-1 en la superficie de la CE cuando las células fueron

expuestas a la condicién urémica.

Esta TD también pone en manifiesto que no todos los miméticos lograron el
mismo grado de intensidad de respuesta. La mayor respuesta fue obtenida en
respuesta a ebselen, mimético de la GPX, que es la principal via antioxidante
celular, frente a los resultados que se obtienen con los miméticos de la SOD,
EUK118 y EUK134.

Son varios los articulos publicados sobre ebselen y sus posibles usos clinicos,
tal como se ha comentado a lo largo de esta TD. Ademas de ser un potente
mimético de la GPX, ebselen posee otros mecanismos de accion que reducen
el OS, como ya se ha comentado, lo que podria explicar su mayor impacto
sobre la modulacién de DE en la uremia. Hay evidencias publicadas que
muestran resultados positivos, en varias situaciones clinicas (demencia, artritis
reumatoide, diabetes, lesiones cerebrales de origen isquémico). Los efectos
reportados parecen estar favorecidos por una adecuada farmacocinética, con
una rapida absorcién después de la administracion oral. Sin embargo, una de
las principales limitaciones de su uso es la elevada toxicidad,
fundamentalmente a nivel mitocondrial, circunstancia que ha limitado hasta la
fecha su indicacion terapéutica, mientras se buscan nuevas formulaciones con

menor toxicidad (242).

La NAC, un farmaco conocido mayoritariamente por sus propiedades como

agente mucolitico, se ha posicionado en los ultimos afios como un importante
117



DISCUSION

antioxidante. El potencial terapéutico de la NAC es amplio y son varias las
lineas de investigacion abiertas, destacando por ejemplo su uso como agente
bioprotector contra el OS vy lesidn isquémica, y como tratamiento para ciertos
trastornos mentales (231,238-241). Se da la paradoja que la respuesta
antioxidante que se alcanza con la administracion oral de NAC es superior a la
que se logra tras la administracién directa de GSH, aun siendo éste el
antioxidante intracelular mas importante (237,241). El mecanismo por el que
NAC ejerceria sus efectos antioxidantes incluyen la regeneracién de GSH que
es el sustrato sobre el que actua la GPX, a la vez que el principal antioxidante
soluble de los sistemas bioldgicos, y la capacidad directa que posee NAC de

neutralizar los ROS al interaccionar con su grupo sulfhidrilo (237).

Los resultados de esta TD confirman el efecto antioxidante de la NAC y su
acciéon antiinflamatoria con una reduccion de la fosforilacion de p38MAPK y de
la activacion del factor de transcripcion NFkB, asi como de la expresién de
ICAM-1 en la superficie celular.

La combinacion de ebselen y NAC: la mejor opcién

Los mejores resultados en cuanto a potencia antioxidante y antiinflamatoria
fueron observados cuando las CE incubadas en medio urémico eran
pretratadas con la combinacién de ebselen y NAC. Estos resultados serian
explicables por la accidén e implicacion de ambos compuestos sobre la via de
la GPX y, ademas, probablemente por los mecanismos de accion sinérgicos
que presenta ebselen y NAC, descritos con anterioridad, todos ellos con un

impacto directo sobre la regulacion del OS.

De los resultados obtenidos se deduce que la potenciacion de esta via
antioxidante podria ser una estrategia prometedora para prevenir la DE
inducida por la uremia. Son varios los estudios que han demostrado una
disminucién en los niveles plasmaticos de GSH o GPX en pacientes con ERC
(229,266,272,273), aunque también se ha descrito un aumento de la expresion
de GPX en el proteoma de la CE urémica (228), lo que podria ser interpretado
como un mecanismo compensatorio, pero que resultaria insuficiente para
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contrarrestar el ambiente excesivamente prooxidante en el que se encuentran
la CE.

Por otra parte, existen evidencias que muestran una disminucion de la relacion
GSH / GSSG en las CE expuestas a medio urémico (241). Los resultados de la
presente TD, muestran un ligero aumento de GSH en las CE urémicas, hecho
que podria ser una respuesta compensatoria frente al estado prooxidante del
medio urémico. Sin embargo, y de acuerdo con el estudio anterior y otros, la
DE fue mejorada tanto por NAC (240,241), como por ebselen. Ademas, el
efecto combinado de ebselen y NAC sobre los niveles de GSH fue aditivo en
las CE, lo que sugiere un efecto beneficioso al potenciar la via de la GPX sobre
la DE inducida por la ERC.

En conclusion, los resultados del primer estudio indican que la DE en la uremia
se puede minimizar a través de una estrategia antioxidante y antiinflamatoria.
Si bien el beneficio de los flavonoides no esta claro y puede ser controvertido
debido a las concentraciones necesarias para conseguir un efecto beneficioso,
los cambios observados con los miméticos de los enzimas antioxidantes
(especialmente con ebselen) y NAC indican que estos compuestos pueden
constituir estrategias terapéuticas prometedoras para brindar protecciéon
endotelial frente al insulto urémico. En concreto, la potenciacion de la via GPX,
ya sea mediante un mimético de la actividad de la enzima (ebselen) y/o la
posibilidad de promover la restauracion del GSH como sucede con NAC,
demostrd ser la estrategia mas efectiva para proteger el endotelio del efecto
perjudicial del entorno urémico, tal como lo demuestra la reduccion de la
expresion de ICAM-1 y de la producciéon de ROS y la menor activacién de las
vias dependientes de p38MAPK 'y de NFkB.
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El medio urémico induce cambios epigenéticos en las células endoteliales

El segundo estudio de esta TD plantedé un enfoque distinto para conocer el
impacto del medio urémico sobre las CE e identificar posibles nuevas dianas

terapéuticas sobre las que poder actuar.

Uno de los mecanismos de adaptacidon que poseen las células cuando se
encuentran en un medio que les resulta hostil es modificar la regulacién de la
expresion de sus genes. Son varias las evidencias disponibles que demuestran
que el medio urémico induce cambios en la expresidn génica o lo que es lo
mismo, el medio urémico resulta ser un potente inductor de cambios
epigenéticos (274-276).

Los mecanismos mas implicados en dicha regulaciéon genética incluyen la
metilacion del DNA, la modificacion de las histonas (mediante acetilacion,
desacetilacion, metilacion o fosforilacion) y la accion de los microRNA. Aunque
los cambios epigenéticos no suponen ninguna modificacion de la secuencia del
DNA (277,278), en la practica se traduciria en un perfil protedmico distinto, lo
que podria llevar asociados cambios funcionales a nivel celular. Trabajos
previos publicados por nuestro grupo ya demostraron una expresion
diferenciada de proteinas en las CE expuestas al medio urémico en

comparacion a CE expuestas a controles sanos (228).

A diferencia del fenotipo de la CE en la uremia, caracterizado ampliamente, se
dispone de poca informacidn de los posibles mecanismos a través de los
cuales el medio urémico podria ejercer su impacto sobre la CE y su

epigenoma.

El desarrollo de esta TD ha permitido demostrar, mediante analisis protedémico
la sobreexpresién de un numero significativo de proteinas en CE en respuesta
al medio urémico. De estas proteinas, la expresion de al menos 11 fue
normalizada cuando el DF, un agente protector endotelial en otras situaciones

clinicas, estaba presente en el medio.
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De las proteinas sobreexpresadas destacamos, debido a su papel reconocido
en la regulacion de la expresion génica a nivel nuclear, la HDAC1 y la HDAC2.
Ambas proteinas tienen un papel clave en la regulacién epigenética, ya que
tienen como funcion principal participar en la eliminacion de los
grupos acetilo de los residuos de lisina en las histonas, modificando asi su
afinidad por las cadenas de ADN y, como consecuencia, modificando la
transcripcion de las secuencias de las cadenas de ADN. La sobreexpresion de
HDAC1 y HDAC2Z y el efecto modulador ejercido por el DF también fue
corroborado mediante analisis por transferencia proteica e
inmunofluorescencia. Los resultados que se presentan en esta TD estarian en
linea con los de otros autores que encuentran un aumento de la expresion de
HDAC en otras patologias del ambito CV (279-282).

Las otras proteinas sobreexpresadas en respuesta al medio urémico y
normalizadas por el DF fueron: Long-chain-fatty-acid- CoA ligase 1, Protein
arginine N-methyltransferase 5, CCAAT/enhancer-binding protein zeta,
Dynactin subunit 4, Eukaryotic translation initiation factor 2, Engulfment and cell
motility protein 1, Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase FKBPS5, Far upstream
element-binding protein 3, Guanylate-binding protein 4 cuyas funciones se
detallan en la tabla 2 del segundo articulo. El papel de estas proteinas sera

motivo de futuras investigaciones.

Papel de HDAC1 y HDC2 en la disfuncién endotelial de la uremia

Estas dos enzimas, junto HDAC3 y HDACS, pertenecen a la familia de HDAC
de clase |, también conocidas como HDAC “clasicas”, y que se caracterizan
porque su actividad puede ser inhibida por tricostatina A (TSA) (283).
Inicialmente se describieron como expresadas unicamente en el nucleo celular,
pero posteriormente se pudo comprobar que tenian una expresion mas ubicua
y que algunas de estas proteinas también se encontraban expresadas en el

citoplasma de distintas lineas celulares (284—-287).

En concreto, y reforzando el hallazgo de la expresion de HDAC1 en el

citoplasma de las CE expuestas al medio urémico descrito en esta TD,
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remarcamos evidencias previas que mostraron que la sobrerregulacion de la
HDACH1 citoplasmatica reducia la produccion de NO mediante la desacetilacion
de la NOS tipo 3 (288). La funcion principal de las HDAC es la regulacién de la
transcripcion genética, mediante la modificacion de histonas y de la estructura
de la cromatina, variando asi la accesibilidad de los factores de transcripcion al
ADN. Pero también estan implicadas en el control de cambios
postransduccionales, modulando reacciones de fosforilacién y defosforilacion o
de acetilacion y deacetilacion de proteinas distintas a las histonas, tanto a nivel
nuclear como citoplasmatico. Ello explica que, entre otras misiones, estan
involucradas en la proliferacion y la supervivencia celular (283). En este
contexto resulta interesante remarcar la capacidad de modulacién sobre el
factor de transcripcion NFkB y otros factores de transcripcion, asi como de
otros mediadores inflamatorios, como son las citocinas (IL-6, IL-12, TNF), las
quimiocinas (CCL2, CCL7 y CXCL) y otros mediadores inflamatorios (MMP-9 y
endotelina-1) (289-291).

Defibrotide modula la expresién de HDAC1 y HDAC?2

En esta TD se ha podido demostrar que DF, un farmaco protector del
endotelio vascular con propiedades profibrinoliticas, antitrombdticas y
antiinflamatorias (239,240), también tiene un efecto modulador de la DE en la
uremia. Esta capacidad de modulacién del farmaco estaria, en parte, explicada

por su capacidad de regular la sobreexpresion de HDAC1 y HDAC2.

Los resultados de esta TD han demostrado que la regulacion de la expresién
de HDAC1 mediante DF mejora el fenotipo inflamatorio, la produccién de ROS
y la trombogenicidad de las CE expuestas al medio urémico. Por otro lado, en
consonancia con lo ya publicado sobre el rol de HDAC en la regulacion de la
inmunidad innata (292), esta TD ha evidenciado que la expresion de los
receptores TLR4 esta regulada al alza en las CE expuestas al suero urémico, a
través, en parte, de la sobreexpresion de HDAC1, que hemos podido

demostrar, disminuye en presencia de DF.

122



DISCUSION

Esta TD también ha querido incidir sobre el posible mecanismo implicado en la
regulacion de la expresion de HDAC por parte de DF. Partimos de evidencias
previas en las que se constata que la expresion de HDAC esta regulada por la
via de senalizacion de la fosfatidilinositol-3-kinasa (PI3K/AKT) (293,294) y de
resultados publicados que demuestran que DF inhibe la activacion de
AKT(254,255). En este sentido, los resultados obtenidos demostraron que la
activacion quimica de la PISK/AKT en CE, por el compuesto 740 YP fue
inhibida de manera dosis-dependiente con la exposicion de las CE al DF. Esta
aproximacion experimental, permitié demostrar que el DF actua sobre la via de
senalizacion PI3K/AKT y que probablemente, sea la via por la que el DF
modula la expresion de HDAC. Ello explicaria, su capacidad de incidir sobre los
cambios epigenéticos asociados en la DE asociada a la ERC y ejercer parte de

sus efectos como protector endotelial en este contexto.

La inhibicién farmacoldgica de HDAC, una posible alternativa terapéutica

La inhibicién farmacolégica de HDAC es una estrategia que ya ha sido utilizada
para desarrollar farmacos con diferentes objetivos y funciones. Un ejemplo de
ello son algunos farmacos, ya comercializados en el area de la oncologia,
debido a su efecto antiproliferativo, o en el campo de la neurologia, como
antiepilépticos, como en el caso del acido valproico. Otras areas de interés en
nefrologia, incluyen el desarrollo de compuestos con capacidad de atenuacién
de la progresion de la fibrogénesis renal en la uropatia obstructiva o para
reducir la formacion de quistes en la enfermedad poliquistica renal (295). A
pesar de todas estas indicaciones, existe una creciente evidencia que muestra
que los inhibidores de HDAC tienen otros efectos beneficiosos cuando se usan
como agentes antiinflamatorios. Esta propiedad se ha aplicado con éxito para
mejorar la activacion endotelial y la fisiopatologia vascular en la anemia de
células falciformes en ratones transgénicos. En este modelo experimental
animal y también en modelos celulares utilizando HUVECs (296,297), el
inhibidor de HDAC, TSA, redujo significativamente la expresion de VCAM-1 y
del FT (298). En la uremia la expresion del FT se encuentra aumentada y se

asocia a un fenotipo protrombético, por lo que su disminucion podria conferir un
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beneficio CV. Aunque muchos de los mecanismos y funciones subyacentes de
las HDAC en las células humanas son poco conocidos y no estan claros,

parecen ser objetivos prometedores en la modulacion de la DE.

Esta TD ha permitido demostrar, que la administracion del DF podria ser una
alternativa terapéutica valida para modular la DE presente en la ERC al inhibir
parcialmente la expresién de HDAC, probablemente mediante la regulacién de
la via PIBK/AKT, y confiriendo una proteccion al endotelio frente a la exposiciéon

cronica al medio urémico.

Es posible un nuevo enfoque para la modulacién farmacoldgica de la

disfuncién endotelial en la ERC

Podemos afirmar que la DE presente en la ERC es un ejemplo de complicacién
patolégica compleja en la que el fenotipo proinflamatorio, protrombogénico y
prooxidante surge como consecuencia de la interacciéon del medio urémico
sobre los distintos sistemas biolégicos a nivel celular, asi como también de los

cambios epigenéticos que éste induce.

Esta complejidad explica la dificultad de encontrar una estrategia farmacolégica
que resulte eficaz para tratar la elevada morbimortalidad cardiovascular

presente en la ERC y en la que subyace una DE grave.

Esta TD ha permitido demostrar, en un modelo in vitro de DE, que es posible
mejorar el dafio endotelial presente en la uremia mediante una estrategia de
modulacién farmacoldgica antioxidante — antiinflamatoria, especialmente
mediante el uso de potenciadores de la GPX o mediante un agente protector
endotelial como el DF, cuyos efectos parecen mediados al menos en parte, por

la modulacion de los cambios epigenéticos inducidos por el medio urémico.

Limitaciones

Las principales limitaciones de los estudios incluidos en esta TD son, por un

lado, que ambos son aproximaciones in vitro utilizando un modelo celular y por
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otro lado, que las concentraciones de los distintos compuestos farmacolégicos
utilizadas en los experimentos fueron extrapoladas de estudios de viabilidad

celular, propios o reportados en la literatura.

Los resultados aqui presentados deben ser entendidos como una prueba de
concepto sobre la posibilidad de nuevas estrategias terapéuticas para la
prevencion y el tratamiento de la DE relacionada con la ERC vy, por lo tanto,
como una estrategia prometedora para reducir la incidencia de eventos CV en

esta poblacién de alto riesgo.

Los resultados de este modelo in vitro deberian confirmarse en estudios in vivo
que permitieran establecer la dosis equivalentes necesarias para garantizar
una correcta biodisponibilidad, seguridad y eficacia de los compuestos
evaluados para que en un futuro se pueda ofertar un nuevo enfoque
farmacolégico para mejorar la DE en la ERC avanzada o ERCT vy

potencialmente reducir el riesgo CV.
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7.CONCLUSIONES

De los resultados expuestos en la presente TD, obtenidos a partir de un modelo
in vitro de CE expuestas al medio urémico, se pueden extraer las siguientes

conclusiones:

1. Las células endoteliales expuestas al medio urémico expresan un
fenotipo proinflamatorio, prooxidante, protrombogénico, con un
aumento en la expresion de elementos que participan en la

inmunidad innata.

2. La potenciacion de la via de la glutation peroxidasa, mediante N-
acetilcisteina y ebselen por separado, o en combinacién, es la
estrategia antioxidante evaluada que logra los mejores resultados
para prevenir la disfuncién endotelial inducida por el medio urémico,
reduciendo del fenotipo proinflamatorio, la produccion de ROS, asi

como la activacion del factor de transcripcion NFkB.

3. Las células endoteliales expuestas al entorno urémico expresan
cambios en su proteoma que afectan elementos que intervienen en la
regulacion epigenética, como indica la sobreexpresion de HDAC1 y
HDAC2.

4. La sobreexpresion de HDAC1 se observa tanto en el nucleo celular
como en el citoplasma de las CE urémicas, por lo que sus efectos

podrian ir mas alla de la modulacion de la cromatina.

5. Las proteinas HDAC1 y HDAC2, juegan un papel relevante en el
desarrollo de dano endotelial en la uremia, dado que la inhibicion de

su sobreexpresion atenua este efecto deletéreo.
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6.

CONCLUSIONES

El defibrotide muestra un efecto protector sobre la disfuncion
endotelial presente en la uremia, efecto que parece mediado, en
parte, por la capacidad de reducir la sobreexpresion de HDAC1 y
HDAC2.

La inhibicion de la via de sefalizacion PI3K/AKT es un posible
mecanismo de accién por el que defibrotide modula la
sobreexpresion de HDAC1 y HDAC2.

La potenciacion farmacoldgica de la via de la glutation peroxidasa
mediante la utilizaciéon de N-acetilcisteina y/o ebselen, asi como el
efecto protector endotelial del defibrotide, son, en nuestro modelo in
vitro, estrategias efectivas para la prevencién de la disfuncién
endotelial en la uremia. Estos resultados, abren un nuevo abanico de
posibles dianas terapéuticas a explorar en el futuro con la finalidad de
reducir el dafio endotelial y, como consecuencia, la morbimortalidad

cardiovascular en la ERC.
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ANEXO

PUBLICACIONES Y COMUNICACIONES RELACIONADAS CON LA
TEMATICA DE LA TESIS DOCTORAL

La linea de trabajo en la que esta incluida esta TD disfuncién endotelial en la

uremia ha permitido la participacion del doctorando en la publicacion de
distintos articulos aparte de los ya incluidos en la memoria de esta TD, y en
presentaciones en forma de comunicacion oral o péster en congresos

durante los ultimos anos:

ARTICULOS en los que ha participado el doctorando:

1.- Torramade-Moix, Sergi; Palomo, Marta; Vera, Manel; Jerez-Dolz, Didac;

Garcia-Pagan, Joan-Carles; Escolar, Gines; Cases, Aleix; Diaz-Ricart,
Maribel. Apixaban downregulates endothelial inflammatory and prothrombotic
phenotype in an in vitro model of endothelial dysfunction in uremia.

Submmited.

2.- Susana Martin-Rodriguez, Carolina Caballo, Gabriela Gutierrez, Manel
Vera, Josep Maria Cruzado, Aleix Cases, Ginés Escolar, Maribel Diaz-Ricart.
TLR4 and NALP3 inflammasome in the development of endothelial
dysfunction in uremia. Eur J Clin Invest. 2015 Feb: 45 (2):160-9.

3.- Caballo C, Palomo M, Cases A, Molina P, Vera M, Hernandez R, Bosch
X, Escolar G, Diaz-Ricart M. NFkB in the development of endothelial
activation and damage in uremia: an vitro approach. PLoS One. 2012;
7(8):e43374.
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ANEXO

COMUNICACIONES EN CONGRESOS:

AMBITO INTERNACIONAL

1.-Endothelial damage in chronic kidney disease is mediated through histone
deacetylase upregulation and can prevented by defibrotide. Oral
comunication. Aleix Cases, Manel Vera, Marta Palomo, Sergi Torramade,
Gines Escolar, Maribel Diaz-Ricart. 56th ERA-EDTA Congress. 13th-16th
June 2019. Budapest.

2.-Direct factor Xa Inhibitor apixaban prevents endothelial activation and

damage associated with chronic kidney disease. Poster Comunication. Aleix

Cases, Manel Vera, Marta Palomo, Sergi Torramade, Gines Escolar,Maribel
Diaz-Ricart. 54" ERA-EDTA Congress. June 6th-9th 2017. Madrid.

3.-Antioxidant and anti-inflammatory strategies to prevent endothelial
dysfunction in chronic kidney disease: the role of N-acetil cysteine. Poster
Comunication A. Cases, M.Vera, M. Palomo, S. Martin, JM Cruzado,
M. Diaz-Ricart. 53 Congress ERA-EDTA May 21th-24th 2016. Viena.

4.-Involvement of TLR4 and NALP3 inflammasome in the development of
endothelial dysfunction in peritoneal dialysis patients. Poster Comunication.

Manel Vera, Susana Martin, Carolina Caballo, Patricia Molina, Gabriela
Gutiérrez, Ginés Escolar, Aleix Cases, Maribel Diaz-Ricart. 12" European
Peritoneal Dialysis Meeting. 2nd-5th October 2015. Krakow (Poland).

5.-Uremic Medium induces changes in the expression of genes related to

inflamamation and atherotrombosis. Oral Comunication. Manel Vera, Susana

Martin, Carolina Caballo, Gabriela Gutiérrez, Josep Maria Cruzado, Ginés
Escolar, Maribel Diaz-Ricart, Aleix Cases. 52nd ERA-EDTA Congress. May

28th-31th 2015. London
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6.-Involvement of TLR4 and NALP3 inflammasome in the development of

endothelial dysfunction in peritoneal dialysis patients. Poster Comunication.

Manel Vera, Susana Martin, Carolina Caballo, Patricia Molina, Gabriela
Gutiérrez, Ginés Escolar, Aleix Cases, Maribel Diaz-Ricart. 5th Congress of
the International Society for Peritoneal Dialysis. 7th-10th September 2014,
Madrid.

AMBITO NACIONAL

1.-Cambios epigenéticos en el desarrollo de disfuncion endotelial en la
insuficiencia renal cronica. Efecto protector de defibrotide. Comunicacién
oral. A. Cases, M.Vera, M. Palomo, G. Escolar, M. Diaz-Ricart. XLVII
Congreso Nacional de la S.E.N y IX Congreso Iberoamericano de Nefrologia.
Madrid 16-19 noviembre 2018. PREMIO A LA MEJOR COMUNICACION
ORAL.

2.-El inhibidor directo del factor Xa apixaban previene la activacion y dafo

endoteliales asociados a la uremia". Comunicacion oral. A. Cases, M.Vera,

M.Palomo, S.Torramadé, G.Escolar, M.Diaz-Ricart. XLVII Congreso Nacional

de la Sociedad Espafiola de Nefrologia. Burgos; 6-11 octubre 2017.

3.- Estrategias antioxidantes y anti-inflamatorias para prevenir la disfuncion
endotelial en la enfermedad renal crénica en un modelo in vitro.

Comunicacion oral. A.Cases, M. Vera, M. Palomo, S.Martin-Rodriguez, JM

Cruzado, G.Escolar, M.Diaz-Ricart. XLVI Congreso Nacional de la Sociedad

Espanola de Nefrologia. Oviedo; 8-11 octubre 2016.

4.-Mejora de la disfuncidon endotelial en la uremia mediante flavonoides vy
antioxidantes sintéticos. Comunicacion oral. Cases A, Vera M, S. Martin, C.
Caballo, G. Gutiérrez, JM Cruzado, G. Escolar, M. Diaz-Ricart. XLV
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Congreso Nacional de la Sociedad Espafiola de Nefrologia. Valencia 3-6;
octubre 2015.

5.-El medio urémico induce cambios en la expresion de los genes
relacionados con la inflamacioén y la aterotrombosis. Comunicacion oral .Vera
M, Martin S, Caballo C, Gutiérrez G, Cruzado JM, Escolar G, Diaz-Ricart M,
Cases A. XLV Congreso Nacional de la Sociedad Esparfola de Nefrologia.
Valencia 3-6; octubre 2015.

6.- Papel del TLR4 y del inflamasoma NALP3 en el desarrollo de la
disfuncion endotelial en pacientes en dialisis peritoneal. Comunicacién oral.
M. Vera, S. Martin, C. Caballo, P. Molina, G. Gutiérrez, M. Diaz-Ricart, G.

Escolar, JM Cruzado, A. Cases. XLIV Congreso Nacional de la Sociedad

Espanola de Nefrologia. Barcelona; 4-7 de octubre de 2014.

7.- Papel del TLR4 y del inflamasoma NALP3 en el desarrollo de la
disfuncion endotelial en pacientes en hemodialisis. Comunicacion oral. M.
Vera, S. Martin, C.Caballo, P. Molina, G. Gutiérrez, M Diaz-Ricart, G.

Escolar, JM Cruzado, Aleix Cases. XLIV Congreso Nacional de la Sociedad

Espafnola de Nefrologia. Barcelona; 4-7 de octubre de 2014.
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