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CELULAS ENDOTELIALES ~ Feteeefetate i pafloendoreia

Tapizan el interior de los vasos sanguineos.

En estado senescente, son disfuncionales y
causan problemas cardiovasculares, como la
calcificacién vascular.

En el proceso de envejecimiento vascular
participan el estrés oxidativo, la disrupcion
de las uniones intercelulares, la disfuncién
de células progenitoras y la inflamacion.

Célula endotellial VE de célula endotelial

7:} Finaueia =5 senescente danada
En estas condiciones, las células endoteliales & wnewsio o Célula endotellisinormal @ VE de célula endoteiial
liberan un mayor namero de microvesiculas. @ woncsito ® cirocito ® Mediador inflamatorio
@ Linfocito §  Estrés oxidativo et MMICTORNA
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Microvesiculas (MV)

Vesiculas
A) Exosomas
extracelulares (VE) 40-120 nm

Tipo de vesicula extracelular (VE)

B) Microvesiculas (M
100-1000nm

En su interior se encuentran acidos
nucleicos, lipidos y proteinas.

Participan en la comunicacion
intercelular, la angiogénesis, la
coagulacion y la maduracion de
reticulocitos, tanto en condiciones
fisiolégicas como patoldgicas.

C) Cuerpos apoptéticos
1-5pM
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microRNAS

,,,,, I Son RNAs endégenos no codificantes con un
miRNA o tamano de unos 22 nucleétidos y que pueden
miRNA- aparecer en sangre tanto libres como en el
”}/ prasti interior de VE.
complex
TargetmRNA Actian sobre mRNAs especificos y asi regulan
numerosos procesos, como la angiogénesis y la
inflamacion de los vasos sanguineos.
© o ” Destaca el microRNA-126 (miR-126), que es
= \_ i secretado por las células endoteliales e
N " 9""""‘—/ interviene en proliferacion y migracion
- . . ’ .
oo endotelial y en angiogénesis.

mRNA degraded OR Translation blocked

e e https://images.app.goo.gl/h8Z4caXP5Ze9S3J9A
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Factor inducible por hipoxia 1a (HIF-1a)

Factor de transcripcion que permite la

adaptacion de las células ante wuna

disminucion de los niveles de O,. 0, (Normoia) 0, (Hyposia

Regula el metabolismo de la glucosa y del

hierro, la supervivencia, la proliferacion o

celular y la angiogénesis. @ -

A niveles de O, normales, HIF-1 es degradado
constantemente. Si el O, disminuye, Hsp90 se
une a HIF-1qa, lo que impide su degradacion.

HIF-la podria estar relacionado con la s
senescencia endotelial.

https://images.app.goo.gl/1Cw7zSjdMQMaY5nc7
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Objetivos

Estudiar la implicacion de HIF-1a y miRNA-126

(miR-126) en la senescencia replicativa asociada
al dano endotelial

e Analizar su expresion en el modelo de senescencia
e Observar si la expresion de miR-126 es dependiente de HIF-1«a

e Analizar la presencia de HIF-1a y miRNA-126 en las MV

e Estudiar si Hsp90 es un regulador de la expresion de HIF-1a en nuestro
modelo
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Modelo de senescencia replicativa
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Senescencia en HUVEC: X-gal

Young endothelial cells
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Senescencia en HUVEC: marcaje con C12FDG

CD12FDG: sustrato eliminado por la f3-
galactosidasa, generando un compuesto
fluorescente que queda retenido en las
células

Observamos mayor fluorescencia en las
células de pases altos/senescentes
12 -

10 - T

M Young

Senescent

Young endothelial cells

Senescent endothelial cells
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Senescencia en HUVEC: ciclina D1 y laminina B1

HUVECs
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Se realiza Western blot (WB) de nalli._. g
células jovenes y senescentes, para ~ ©inor - - § ' e
analizar la expresion de ciclinaD1ly . oy ol g I
laminina B1 (-actina como control o .
de carga)
Se observa mayor expresion de e 5
ciclina D1 y laminina B1 en las & ]
células senescentes, lo que valida & :ﬂé rrous
nuestro modelo de senescencia Lamin B1 Se— -

E

B-actin NN ——
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Alteracion de la funcion endotelial:
Ensayo de cierre de herida
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Total segment lenght
(pixels)

Alteracion de la funcién endotelial:
Ensayo de angiogénesis

Young endothelial cells Senescent endothelial cells

Siembra de HUVEC en
Matrigel para valorar la
capacidad de formacion de
vasos. Se realizan fotos con
microscopio optico y
fluorescente (usando

sl o calceina AM)
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Expresion de HIF-1a en células HUVEC
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Se analiza por qPCR y WB la expresion de HIF-1a

Se observa una expresion de HIF-1a significativamente reducida en las
células endoteliales senescentes
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Expresion de HIF-1a en MV de HUVEC
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También se observa una menor cantidad de proteina HIF-1a en el interior de
las MV liberadas por las células HUVEC senescentes
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Expresion de Hsp90 en células HUVEC
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Se analiza la expresion de Hsp90 en células HUVEC por WB, y se observa una
menor expresion en las células senescentes, por lo que podria estar implicado
en la desaparicion de HIF-1«a
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Expresion de Hsp90 en MV de HUVEC
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Por el contrario, la expresiéon de Hsp90 en las MV no se ve alterada, por lo
que podria estar implicado en la formacion o la carga de las MV

4. Resultados




miR-126 en células HUVEC

A 15 miR-126 expression . L, .

' Se analiza la expresion mediante qPCR
os Fig. A: Observamos una menor expresion
3 Yoy de miR126-5p comparado con miR126-
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miR-126 en MV de HUVEC
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La expresion de miR126-3p y miR126-5p esta disminuida en las MV
procedentes de HUVEC senescentes comparado con las procedentes de
células jovenes
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Inhibicion de HIF-1a en HUVEC jovenes:
Ensayo de cierre de herida

Early passage endothelial cells
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Inhibicion de HIF-1a en HUVEC jovenes:
Ensayo de angiogénesis
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HIF-1a no regula la expresion de miR-126
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Al tratar las HUVEC jovenes con el inhibidor de HIF-1a, no se observan cambios en
la expresion del miR-126
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CONCLUSIONES

La expresion de HIF-1a y el miRNA-126 juegan un papel esencial en la
homeostasis de las células endoteliales.

La funcion protectora y de reparacion de HIF-1a y miRNA-126 son

independientes entre si.

Estas moléculas pueden ser una diana terapéutica potencial para
tratar desdordenes asociados a la edad en la enfermedad renal crénica.
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Early passage endothelial cells
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