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RESUMEN

La didlisis peritoneal (DP), es la terapia mas empleada en México para tratar la
insuficiencia renal en estadios finales. Este tipo de dialisis implica la continua
exposicion de la membrana peritoneal a liquidos de didlisis (LD) bioincompatibles
que, pueden llevar a una falla de la ultrafiltracion. En la disfuncién peritoneal hay
cambios estructurales, tales como la denudacion de las células mesoteliales, la
inflamacion, la fibrosis tisular y la angiogénesis. Los LD empleados en la DP son
hiperosméticos, con alto contenido en glucosa, con un amortiguador de lactato y
con pH acido. Las altas concentraciones de glucosa y la esterilizacién de ésta dan
lugar a la formacién de productos de la degradacién de la glucosa, que son téxicos
para las células mesoteliales. Asimismo, las glicosilaciones no enzimaticas de
proteinas tisulares, dan lugar a la acumulacion de productos de glicosilacién
avanzada. En este trabajo se estudia el efecto que tienen los LD sobre las células
mesoteliales, la secrecion de VEGF (factor de crecimiento endotelial vasular), asi
como la funcion peritoneal. Uno de los mecanismos responsables de la fibrosis
asociada a la DP es la transicion mesotelio-mesenquimal (MMT) que sufren las
células cuando son expuestas a los LD. Paralelamente, se producen vasculopatias
y angiogénesis. VEGF es uno de los principales factores que participa en los
procesos de angiogénesis y de deterioro funcional de la membrana peritoneal. Las
células mesoteliales secretan VEGF en respuesta a diversos estimulos, sin
embrago, no hay estudios que describan cual es el efecto de la diabetes en la
expresion y secrecion de VEGF. En el presente trabajo se describe la correlaciéon
entre la conversion mesenquimal de las células mesoteliales a través de la
expresion de factores epiteliales (citoqueratina (ck 8/18)) y mesénquimales (alfa
actina de musculo liso (a-SMA), vimentina y proteina especifica de fibroblastos
(FSP-1). Ademas, los niveles de VEGF (en sobrenadantes y proteina total) y la
funcionalidad peritoneal (midiendo la resistencia eléctrica transepitelial (RET). En
este estudio se propone la utilizacion del acido retinoco all trans (AR) como
tratamiento en el deterioro del peritoneo. Considerando esto, se determind su
efecto en la expresion y secrecion de VEGF en los cultivos de células mesoteliales

de peritoneo humano de pacientes en didlisis peritoneal (CMPH).
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ABSTRACT

Peritoneal dialysis (DP) is the most widely used therapy in Mexico for the treatment
of renal failure in advanced stages. However, the DP involves continuous
exposure of the peritoneal membrane to bioincompatible dialysis fluids. Ultimately,
can lead to failure of ultrafiltration. Peritoneal dysfunction is characterized by
structural changes, such as denudation of mesothelial cells, inflammation, fibrosis
and angiogenesis. Liquids used in peritoneal dialysis are hyperosmotic, with high
glucose content, with acid pH and lactate. The high glucose concentration and its
sterilization result in the formation of degradation products of glucose which are
also toxic to the mesothelial cells. Also, the accumulation of advanced glycation
end products. We study the effect of LD on secretion of VEGF (vascular
endothelial growth factor vasular) and its effect on peritoneal function. One of the
mechanisms responsible for the fibrosis associated with DP is peritoneal
mesothelium-mesenchymal transition (MMT) that cells undergo when exposed to
these fluids. According to these findings it is considered that the VEGF is a
relevant factor involved in the functional deterioration of the peritoneal membrane.
It was known that mesothelial cells secrete VEGF in response to various stimuli,
however, there were not studies that describe the effect of diabetes on the
expression and secretion of VEGF, in peritoneal human cells. We described the
relationship between mesenchymal conversion of mesothelial cells through the
expression of epithelial markers (cytokeratin (ck 8/18)) and epithelial-mesenchymal
Transition (alpha smooth muscle actin (a-SMA), vimentin and fibroblast specific
protein (FSP-1). We also described levels of VEGF (in supernatants and total
protein) and the posible ralationship with peritoneal functionality, by measuring the
transepithelial electrical resistance (TER). In this study the use of all trans retinoc
acid (RA) is proposed as a treatment to prevent the deterioration of the
peritoneum. Considering this, the effect on VEGF expression and secretion in
cultured human peritoneal mesothelial cells in DP patients (CPMH) was
determined. It was found that the all trans retinoic acid reduce the VEGF protein in
the non diabetic and diabétic patients which were exposed to LD.



INTRODUCCION

l. La diabetes

La diabetes es el término empleado para definir un conjunto de alteraciones
heterogéneas del metabolismo en donde la principal caracteristica es la
hiperglicemia crénica. La causa de esta enfermedad es la falta de secrecién de
insulina o cuando los receptores para insulina al estar alterados no pueden
captarla. La diabetes se clasifica en tres tipos principalmente: diabetes tipo 1,

diabetes tipo 2 y diabetes gestacional.

Diabetes tipo 1: se presenta secundaria a la destruccion de las células B del

pancreas. Por lo tanto hay deficiencia de insulina, que usualmente es mediada por
mecanismos inmunes y la diabetes autoinmune latente en adultos (LADA, por sus

siglas en inglés) también es considerada dentro de esta clasificacién.

Diabetes tipo 2: es una enfermedad metabdlica caracterizada por altos niveles de

glucosa en la sangre. En este tipo de diabetes existe una resistencia relativa a la

insulina que se combina con una deficiente secrecion de ésta.

La diabetes gestacional cursa con una disminucion en la tolerancia a la glucosa, la
cual aparece primero o es diagnosticada durante el embarazo, (Kerner et al.,
2014).

La Diabetes Mellitus constituye la principal causa de Insuficiencia Renal Crénica
(IRC) en adultos en nuestro pais, (Subsecretaria de Prevencion y Control de
Enfermedades, Practica Médica Efectiva Insuficiencia Renal Crénica. (2000) Num.
6).



Il El rifion

El rifion tiene como funcion conservar la homeostasis del medio interno con el
mantenimiento de: el equilibrio electrolitico y el equilibrio &cido-base, las funciones
hormonales y metabdlicas, la desintoxicacidon sanguinea, el volumen sanguineo y
la presidon arterial. Los continuos cambios en los solutos i6nicos de la sangre
(sodio, potasio, cloro, magnesio, calcio, fosfatos) generan cambios en el medio
interno, que pueden llevar a la muerte si no son regulados. El rifibn esta
encargado de filtrar y limpiar la sangre del organismo, extrae los productos toxicos
y de desecho (urea). De esa manera varia las concentraciones de solutos en
sangre y elimina el exceso de liquido (figura 1). La formacion de orina tiene lugar
en las nefronas (unidades funcionales del rifién), a través de procesos de filtracion,
absorcion y secreciéon que suceden en las distintas regiones de su anatomia.
Cuando los rifiones no son capaces de extraer las sustancias toxicas del
organismo, produce insuficiencia renal que puede ser cronica o aguda, (Botella,
2002, Koolman et al., 2004, NIDDK, 2006).
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Figura 1. Esquema representativo de las funciones del rifion. Fresenius medical care, 2014.



II.1 Insuficiencia Renal Crénica (IRC)

En la insuficiencia renal crénica hay deterioro funcional continuo del rifidon que
comienza cuando algunas nefronas pierden su funcion y finaliza cuando las
nefronas restantes son incapaces de mantener la vida del paciente. La IRC se
define como la pérdida progresiva, generalmente irreversible, de la tasa de
filtracion glomerular. En la IRC del humano, la reduccion de la tasa de filtracion
glomerular es menor a 60mL/min/1.73 m2 y se considera cronica cuando
permanece durante tres meses 0 mas. La enfermedad y su manejo se clasifican
de acuerdo a los estadios de severidad de la enfermedad, los cuales son medidos
con la tasa de filtracidon glomerular, albuminuria y el diagnéstico clinico, (Intiso,
2014).

La enfermedad renal esté clasificada en 5 diferentes estadios con base en la GFR
(tasa de filtracion glomerular, por sus siglas en inglés): mas de 90 mL/min por 1-73
m? (estadio 1), 60—-89 mL/min por 1-73 m? (estadio 2), 30—-59 mL/min por 1-73 m?
(estadio 3), 15-29 mL/min por 1-73 m? (estadio 4), y menor a 15 mL/min per 1-73

m2 (estadio 5).

Los factores de riesgo para la insuficiencia renal crénica son la edad, la

hipertension y la diabetes, (Intiso, 2014).

I1.L1.1 Terapias de reemplazo
Existen tres terapias de remplazo para tratar la IRC: trasplante renal, hemodidlisis

y dialisis peritoneal, (DP, Davies, 2013).

11.L1.1.1 Trasplante renal

El transplante renal es una terapia, en la cual el rifidbn sano de otra persona
(donador) se coloca en el cuerpo del paciente (donante) para reemplazar sus
rifones no funcionales. Los rifiones trasplantados vienen de dos fuentes: a)
donador vivo - pueden ser familiares o no, b) donador cadaveérico - personas que
deciden donar sus 6rganos al morir. El trasplante es solo un tratamiento para la
enfermedad renal, y no todos los pacientes son candidatos para trasplante renal,



(Baxter Healthcare Corporation, 2014) En la tabla 1 se muestran las ventajas y

desventajas de esta terapia.

Tabla 1. Ventajas y desventajas del trasplante renal. Baxter Healthcare Corporation Renal Division
Education, 2014.

Trasplante

Ventajas Desventajas

M Es lo mas parecido a los rifiones propios B Estrés provocado por la espera de un
B No se requieren tratamientos de didlisis dérgano compatible

una vez que el rifidn comienza a B Riesgos asociados con la cirugia mayor

funcionar B Riesgo de rechazo; el trasplante puede
B Mayor esperanza de vida que con la no durar de por vida

didlisis B Medicamentos diarios necesarios, lo
B Menos restricciones de liquidos y dieta cual puede causar efectos secundarios
B Fl paciente se siente mas salucdable y B Propensién a infecciones

con Mas energia B Posibles cambios de apariencia debido
B Trabajo a tiempo completo sin a los efectos secundarios de los

preccuparse del programa de dialisis medicamentos

[1.1.1.2 Hemodialisis

En esta terapia la sangre del paciente se filtra en una maquina (dializador) que
utiliza un flujo de contracorriente, en donde el fluido de dialisis (dializado) fluye en
direccion opuesta al flujo sanguineo, (Evans, 1977). De esta forma, la sangre se
limpia de las sustancias toxicas y exceso de liquido, después de lo cual es
devuelta al organismo. Este proceso de eliminacion de sustancias toxicas y liquido
se denomina ultrafiltracion. La eficacia de la ultrafiltracion en la hemodialisis es
muy alta, los tratamientos no son muy continuos y pueden ser realizados
intermitentemente. Las maquinas de dialisis monitorizan continuamente un
conjunto de parametros de seguridad criticos, que incluyen las tasas de flujo de la
sangre y del fluido de didlisis, la presion sanguinea, el ritmo cardiaco, la
conductividad, el pH, etc., (NIDDK, 2006, Baxter Healthcare Corporation, 2014). A
continuacion, en la tabla 2 se muestran las ventajas y desventajas de la

hemodidlisis.



Tabla 2. Ventajas y desventajas de la hemodidlisis. Baxter Healthcare Corporation Renal Division
Education, 2014.

Hemodialisis en el Centro

Ventajas Desventajas
M El tratamiento lo llevan a cabo enfermeras B Acudir al centro tres veces a la semana
y técnicos en un programa fijo
B Contacto regular con otros pacientes B Es necesario un acceso permanente,
de hemodidlisis y personal normalmente en el brazo
H Normalmente tres tratamientos a la M Insercidn de dos agujas por cada
semana; cuatro dias libres tratamiento
M Sin equipos ni implementos en la casa | |;Jie_la restringida o consumo limitado de
M La ayuda médica esta rapidamente liguidos
disponible en caso de emergencia M Existe riesgo de infeccién

B Posibles molestias como dolor de cabeza,
nauseas, calambres en las piernas,

cansancio
Hemodialisis en el hogar
Ventajas Desventajas
M Siempre lo ayuda la misma persona H Debe contar con un acompanante
B Mas control al momento de dializarse capacitado gue lo ayude
B No es necesario acudir a una clinica para B La capacitacion puede durar cuatro
recibir el tratamiento gemanas o mas

W Necesita espacio para almacenar el
equipo v los implementos
M Existe riesgo de infeccién

[1.1.1.3 Didlisis peritoneal (DP)

La DP es utilizada para tratar un estimado de 250, 000 individuos a nivel mundial.
En México se estima que se presentan alrededor de 35 mil casos por afio en todo
el sistema de salud, (Subsecretaria de Prevencion y Control de Enfermedades
2000; Davies, 2013).

Es una terapia de remplazo renal para tratar la IRC, (Kurokawa et al., 2002, Lui et
al., 2013, Guo et al., 2014). El uso de ésta terapia ha incrementado en la poblacién
desde finales de los 1970s. Este método proporciona al paciente una tasa de
sobrevivencia equivalente a la hemodialisis y preserva la funcién renal residual,
(Baroni et al., 2012).

El mesotelio influye en la cinética de la dialisis peritoneal, ya que la membrana
peritoneal funciona como una barrera permanente (figura 2) a través de la cual se

llevan a cabo procesos de ultrafiltracion y difusién, (Pérez-Lozano et al., 2013).



membrana
semipermeable
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Figura 2. Difusion de soluto y agua a través de la membrana peritoneal. Baxter Healthcare

Corporation Renal Division Education, 2014.

La DP esta basada en que el peritoneo es una membrana natural, vascularizada y
semipermeable que, mediante mecanismos de transporte osmoético y difusivo,
permite el paso de agua y distintos solutos desde los capilares sanguineos al
liquido dializante introducido en la cavidad peritoneal del paciente. Las sustancias
gue difunden a través de la membrana peritoneal son de pequefio peso molecular,
como urea, potasio, cloro, calcio, creatinina, acido urico, etc. Este tipo de dialisis
requiere la implantacion de un catéter en el abdomen del paciente de forma
permanente (figura 2). El catéter se conecta a la bolsa de dialisis desde la cual se
infunde un liquido dializante hiperosmético. El liquido dializante permanecera
dentro de la cavidad peritoneal durante un periodo de tiempo establecido, para
gue se realice lentamente la dialisis. Con ayuda del gradiente osmoético se produce
la difusién y 6smosis de téxicos y electrolitos, de forma que el exceso de liquido y
los productos de desecho pasan desde la sangre, a través de la membrana

peritoneal, al fluido de dialisis.

El dializado es entonces drenado a una segunda bolsa de deshecho, seguido de la
administracion de una nueva solucion de dialisis. A este cambio periédico se le
llama intercambio. La correcta difusion depende de tres factores: el gradiente de
concentracion a ambos lados de la membrana, la superficie de la membrana y la
permeabilidad de ésta. La urea difunde con gran rapidez y la creatinina algo
menos, por lo que hacia las dos horas de permanencia del liquido dializante en el
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peritoneo casi se completa la difusién, y poco después se alcanza el equilibrio
entre el liquido dializante y el plasma. En la figura 3 se esquematiza el proceso de

intercambio de la DP.

Intercambio de DP:

L

v =
DRENAJE LLENADO PERMANENCIA

Figura 3. Procedimiento esquematizado de la DP. Baxter Healthcare Corporation Renal Division
Education, 2014

Existen dos tipos de didlisis peritoneal: ambulatoria continua y automatizada.

Dialisis peritoneal ambulatoria continua (CAPD, por sus siglas en inglés): los
pacientes necesitan realizar de 3 a 4 intercambios diarios. El tratamiento se puede
realizar sin salir de casa, es flexible y puede ajustarse a distintas necesidades y

horarios.

Dialisis peritoneal automatizada: se realiza por la noche, mientras se duerme. Una

maquina controla el tiempo y efectla los intercambios durante 8 6 9 horas.

El procedimiento de DP presenta ventajas y desventajas, las cuales se muestran

en la tabla 3.
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Tabla 3. Ventajas y desventajas de la DP. Baxter Healthcare Corporation Renal Division Education.

Dialisis Peritoneal

Ventajas

B Estilo de vida flexible e independencia

B Visitas a la clinica alrededor de una vez
al mes

H No utiliza agujas

B Proporciona una terapia continua gue se
asemeja mas a la funcién natural de los
rinones

B No es necesario acudir a la unidad de
dialisis para recibir el tratamiento

M Terapia facil de realizar mientras viaja

B Se puede realizar mientras duerme (DPA)

Desventajas

H Se deben programar los intercarmbios en
la rutina diaria los siete dias de la semana

W Requiere un catéter permanente fuera del
cuerpo

H Existe riesgo de infeccidn

H Puede haber aumento de peso o de talla
en la cintura

B Las personas muy grandes pueden
requerir terapia adicional

M Mecesita un espacio en suU casa para
guardar los implementos

B Necesita un espacio en su habitacién
para el equipo (DPA)

[1.1.1.3.1 Prevalencia

Segun la Sociedad Latinoamericana de Nefrologia e Hipertension (SLANH), la
utilizacion de la terapia de reemplazo renal es de 103 nuevos pacientes por millén
de habitantes. En América Latina, la hemodialisis es la forma predominante de la
terapia de sustitucion para la enfermedad renal en etapa terminal; Sin embargo,
algunos paises emplean la DP en el 30% o mas de pacientes. En particular,
México es el pais con la mayor utilizacion de ésta. Existen cerca de 400 casos por
millon en Estados Unidos, Taiwan y México. En la figura 4 se muestra la
prevalencia de didlisis peritoneal en diferentes paises de Latinoameérica, lo que se
observa es que México ocupa el primer lugar en la utilizacion de la DP, (Pecoits-
Filho, 2007).
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Figura 4. Prevalencia de dialisis peritoneal en diferentes paises de Latinoamérica. Pecoits-Filho et
al., 2007.

lll. Peritoneo

1.1 Generalidades

Embriolégicamente, el mesotelio se desarrolla a partir del tejido mesodérmico
entre las 8 y 18 dias de gestaciéon dependiendo de la especie. En los seres
humanos, esto ocurre alrededor del dia 14. La membrana peritoneal recubre la
cara interna de la pared abdominal dando lugar al peritoneo parietal, y érganos del
interior de la cavidad abdominal forman el peritoneo visceral (mesenterio,
intestinos, higado, bazo, etc.). El mesotelio esta formado por una monocapa de
células polarizadas (figura 5); éste comprende un epitelio plano simple. Las células
mesoteliales (CMs) tienen 25 uM de diametro y cubren las superficies viscerales y
parietales de las cavidades peritoneal, pleural y pericardica, (Lanfrancone et al.,
Ksigzek, 2013).
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Figura 5. Localizacion y regiones del peritoneo. Adaptado de Nessim et al., 2010.

Las CMs presentan una morfologia peculiar, como se presenta en la figura 6. En
una imagen de micrografia electrénica de transmision de peritoneo se observé que
(A) las células mesoteliales presentan un citoplasma extendido (flecha grande) y
una superficie de microvellosidades (flecha mediana), sobre una membrana basal
(flecha pequenia). Células semejantes a fibroblastos alargados por debajo de la
mesotelio que estan rodeadas por colageno formando el tejido conectivo. (B)
Micrografia electronica de barrido (SEM) de la cara luminal del mesotelio cubierto
con una alfombra de microvellosidades. (C) Apariencia de empedrado con los
bordes celulares bien definidos de las CMs.

i A AR NE D e i . .
Figura 6. Imagen de microscopia de la morfologia de las células mesoteliales. Mutsaers, 2004
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Se ha observado la presencia de proteinas integrales de membrana (ICAM vy
VCAM:-I) en la superficie del mesotelio, las cuales son moléculas de adhesion que
participan en la union y movimiento de neutrdfilos a través del mesotelio, (Hjelle et
al., 1995).

l1l.2 Funciones

La funcion principal de esta capa de células, denominada mesotelio, es
proporcionar una superficie resbaladiza, no adhesiva y protectora. EI mesotelio se
ha caracterizado como una membrana celular dinamica responsable de diversas
funciones, incluyendo la produccién de moléculas de la matriz extracelular (ECM),
proteasas, citocinas y factores de crecimiento, (Herricka et al., 2004). Sin
embargo, las CMs desempefian otros papeles fundamentales relacionados con el
transporte de fluidos y células a través de las cavidades serosas, la presentacion
de antigenos, la inflamacion y la reparacion de tejidos, la coagulacion, la fibrindlisis
y la adhesién de células tumorales, (Mutsaers et al., 2003). En la figura 7 se
esquematizan las funciones de las células mesoteliales que se detallan a

continuacion:

1. Barrera de proteccion v superficie no adherente. Las CMs estan estrechamente

unidas mediante uniones intercelulares. En su superficie secretan
glicosaminoglicanos, predominantemente acido hialurénico, que protege a las
células de posibles agentes abrasivos y de agentes infecciosos. Ademas, las CMs
secretan fosfatidilcolina, el componente principal de las lamelas y surfactantes,

actuando como lubricante para reducir la friccion entre superficies serosas.

2. Transporte de fluidos vy solutos sucede a través de las cavidades serosas del

peritoneo, mediante la formacion de vesiculas pinociticas, uniones intercelulares y
estomas. Los estomas son cavidades de unos 3-12 um de didmetro que se forman
entre la unién de dos o mas células. Estas aberturas proveen un acceso directo al
sistema linfatico submesotelial, permitiendo un rapido movimiento de fluidos y de
células, hacia y desde las cavidades serosas, (Lanfrancone et al., 1992, Mutsaers,
2004).
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3. Presentacién de antigenos. Se realiza mediante la sintesis y secrecidon de una

gran diversidad de mediadores en respuesta a sefiales externas, se reclutan
células hacia las cavidades serosas y se presentan antigenos a las células T.

4. Adhesion y diseminacion tumoral. La produccion de &acido hialuronico, asi como

la produccion de glicosaminoglicanos y surfactantes, interviene en la prevencién

de la adhesion, diseminacién y crecimiento de tumores.

5. Reparacion de tejidos e inflamacion. Las CMs juegan un papel importante en la

inflamacion y reparacion de tejidos, mediante la secrecion de factores de
crecimiento, citoquinas, prostaglandinas, especies reactivas de oxigeno (ROS) y

de moléculas de la matriz extracelular, (Lanfrancone et al., 1992, Mutsaers, 2004).

Prevencion de adhesion
Coagulacion y de células tumorales

fibrinalisis
. Wi

e

—
® -
~

Presentacidn de

antigenos . ..
| Liberacion de surfactantes y ” ~
b Barrera vs agentes proteoglicanos HA I \
patogenos
. A8 T

+ &
€D4* T Cell / & ;.'

X 1 \ L

Vil w~[Fr

Secrecion de mediadores inflamatorios
Secrecién de citocinas, factores de crecimiento

Migracion de
Transporte de leucocitos
fluidos y solutos

Figura 7. Funciones de las células mesoteliales peritoneales. El mesotelio es una membrana
dinamica que realiza diversas funciones: barrera de proteccién y superficie no adherente mediante
la secrecidon de glicosaminoglicanos, transporte de fluidos y solutos, presentacion antigénica,
prevencién de la adhesion y diseminacién tumoral, y reparacion de tejidos e inflamacion.
Modificado de Mutsaers, 2004.
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Se ha observado que las células mesoteliales peritoneales humanas (CMPH)
producen factores de crecimiento hematopoyéticos, ya sea constitutivamente
(factor estimulante de colonias de macréfagos y monocitos (M-CSF) y la
interleucina-8 (IL-8); o en respuesta a una variedad de estimulos, incluyendo el
factor de crecimiento epidérmico (EGF); otros factores como lipopolisacaridos
(LPS), factor de necrosis tumoral (TNF), (Factor estimulante de colonias de
granulocitos (G-CSF),e interleucina 1 alfa (IL-la). Estos hallazgos sugieren que las
CMPH estan involucradas en la regulacion de hematopoyesis, asi como en la
inflamacion, la cicatrizacién, y los procesos de regeneracion de tejidos,

(Lanfrancone et al., 1992)

V. Modificaciones funcionales y estructurales del peritoneo

durante la DP

En la terapia de DP, la membrana peritoneal sufre modificaciones. Las mas
comunes son fibrosis, (Williams et al., 2002; Margetts y Bonniaud , 2003; Kaneko
et al., 2007), inflamacion y denudacién de la monocapa de CMs, (Baroni et al.,
2012), angiogénesis y vasodilatacion, ademas de cambios morfologicos y
estructurales de las CMs pasando de un fenotipo epitelial a un fenotipo
fibroblastico mediante un proceso de transicion epitelio-mesénquima (EMT, del
inglés “epithelial-to-mesenchymal transition”), (Yafhez-Mo et al., 2003; Aroeira et
al., 2007).

Las CMPH, entran en un proceso de transdiferenciacién de células mesoteliales a
miofibroblastos, expresando marcadores como proteina especifica de fibroblastos,
a-actina de musculo liso (a-SMA, por sus siglas en inglés) y sobreexpresan VEGF
(factor de crecimiento endotelial vascular) y se pierden marcadores epiteliales
como citoqueratina, tal y como se esquematiza en la figura 8, (Aroeira et al.,
2007). Entre las alteraciones se pueden encontrar depésitos de fibrina, formacién
de capsulas fibrosas, sangrado perivascular, fibrosis intersticial, y la presencia de
granulacion del tejido con proliferacion vascular. Ademas, hay deposicion de tejido
conjuntivo mesotelial y engrosamiento de la region del submesotelio, el cual

incrementa con el tiempo de DP, (Baroni, 2012, Williams et al., 2002).
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Figura 8. Efecto de la DP en la morfologia del peritoneo y en la expresién de marcadores. Aroeira
et al., 2007.

IV.1 Efecto de la DM en el deterioro peritoneal

El nimero de pacientes con diabetes mellitus que sufren IRC se ha incrementado
dramaticamente en los ultimos afios y, en muchos paises, la diabetes se ha
convertido en la causa mas importante de enfermedad renal terminal en los
pacientes ingresados para dializarse. Por otra parte, en comparacién con los
pacientes no diabéticos, los pacientes diabéticos presentan mayores
complicaciones, incluyendo las enfermedades cardiovasculares, calidad de vida
deficiente, asi como altas tasas de morbilidad y mortalidad después del inicio de la
dialisis, (Yao et al., 2005).

La diabetes per se es un factor que afecta el peritoneo de los pacientes. En un
estudio realizado con pacientes en DP, diabéticos y no diabéticos, se encontrd que
el grosor del tejido conectivo submesotelial fue significativamente mayor en los
pacientes diabéticos comparado con los pacientes no diabéticos. Ademas, el
namero de capilares también fue mayor en el grupo diabético, (Mizumasa et al.,
2013).
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V. Bioincompatibilidad de los liguidos de dialisis

Las soluciones de dialisis estériles universalmente aplicadas son de baja
biocompatibilidad, y pueden causar inflamacién del submesotelio. El proceso de
inflamacion puede generar fibrosis y angiogénesis, y eventualmente falla la
ultrafiltracién, (Lui et al., 2013, Ito et al., 2008).

V.1 Exposicién alos LD

Durante largos periodos de tratamiento de DP, la membrana peritoneal presenta
disminucién en su funcionalidad (aumento en la tasa de transporte de solutos
pequefios). Asi como alteraciones en su estructura, las cuales pueden ser
consecuencia de muchos factores incluyendo episodios repetidos de peritonitis, la
baja bio-compatibilidad de las soluciones de didlisis, particularmente altas
concentraciones de glucosa, hiperosmolaridad, contenido de lactato, bajo pH,
productos de degradaciéon de la glucosa (GDPs, por sus siglas en inglés) y
productos finales de glicosilacion avanzada (AGEs, por sus siglas en inglés).
Como consecuencia a la exposicién a los liquidos de dialisis muchos pacientes
tienen complicaciones como son hiperlipidemias, alteraciones cardiacas, un
incremento en la presién sanguinea, congestion pulmonar y dafio en la funcidn
cardiaca, ademas se ha reportado que una gran parte de los pacientes en DP
sufren alteraciones sistémicas como diabetes, (Guo et al., 2014, Ito et al., 2003, Ito
et al., 2008, Pecoits-Filho, 2002).

V.1.1 La Glucosa

Las soluciones de dialisis estandar contienen glucosa como gradiente osmotico.
Se ha demostrado que la glucosa es segura, efectiva, facilmente metabolizada, y
barata, pero no es el agente osmdético ideal. La concentracion de glucosa en la
cavidad peritoneal durante DP es de 15-40 veces mas alta que los niveles
normales en plasma, por lo que la glucosa en altas concentraciones es téxica para
el peritoneo. Como respuesta a esta exposicion, las CMs sintetizan factores y
proteinas implicados en la fibrosis, tales como TGF-B, fibronectina y MCP-1

(Proteina quimoatrayente de monocito-1), (Wong et al., 2003, Ito et al., 2008).

20



V.1.2 Los productos de la degradacion de la glucosa (GDPs) y el
pH

Existen varios reportes acerca del papel fisiolégico y patolégico de los GDP y del
pH &cido en las soluciones de dialisis. Los GDPs, tales como el glioxal, metilglioxal
y 3-deoxiglucosona, se originan en el proceso de esterilizacibn convencional por
calor de los liquidos, dando lugar a la “caramelizacién” de la glucosa, (Witowsky et
al., 2000 Ito, 2003). Para reducir la caramelizacion de la glucosa, se suelen
emplear pH &cidos y una solucién tampon de lactato (Erixon et al., 2006). Sin
embargo, las altas concentraciones de glucosa, los GDPs, el lactato y el pH acido
son toxicos para las CMs. Pues generan un proceso inflamatorio que puede verse
exacerbado por un tratamiento continuo, que produce alteraciones en las
funciones del peritoneo, como fibrosis, angiogénesis, aumento de la permeabilidad
vascular y, finalmente, fallo de la membrana peritoneal, (Witowsky, 2000; Davies
et al., 2001, Ito, 2008, Nakamoto et al., 2014).

Los GDPs también producen alteraciones como: aumento de la secrecion de
factores de crecimiento (VEGF y TGF-$1), aumento de la produccién de citoquinas
proinflamatorias (IL-6, IL-8), aumento de la expresiéon de VCAM-1 (molécula de
adhesion celular vascular), inhibicion del crecimiento, denudacion celular e
induccién de apoptosis, (Ito, 2008). El uso del polimero de glucosa (icodextrina)
como agente osmotico, en lugar de glucosa, favorece un aumento de la
ultrafiltracion y reduce el deterioro de la funcién de la membrana peritoneal, (Cho
et al., 2013).

V.1.3 Productos de glicosilacién avanzaday su receptor

Los productos finales de glicosilacion avanzada (AGEs, por sus siglas en inglés
“advanced glycation end products”) provienen de glicosilaciones no enzimaticas
gue sufren las proteinas de larga vida que son modificadas por las etapas
avanzadas de la reaccion de Maillard, bajo condiciones de alta concentracién de
glucosa, (Ito et al., 2008). La glicosilacion de proteinas solubles y estructurales en
el peritoneo y su posterior acumulacion, puede ocurrir como resultado de las altas

concentraciones de glucosa que se encuentran en el liquido de dialisis, y por
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tanto, esta implicada en el fracaso de la ultrafiltracién en la didlisis peritoneal. Se
ha encontrado una acumulacién de AGEs en tejido conectivo, mesotelio, y en las
paredes vasculares de pacientes que llevan periodos largos de DP, (lto et al.,
(2008). Interesantemente, los GDPs son los mayores inductores de la formacién
de AGEs, lo que aumenta el dafio peritoneal, (Williams et al., 2004, Boulanger et
al., 2006).

Se ha demostrado que esta acumulacion de AGEs provoca una reduccion en la
viabilidad de las CMs humanas de manera dependiente de la concentracion. Esta
disminucién en la viabilidad de la membrana peritoneal causa cambios en el tejido
peritoneal, y fibrosis progresiva que genera una disfuncion peritoneal. Los AGEs
ejercen su efecto sobre las CMs humanas uniéndose a su receptor RAGE
(receptor de AGES) localizado en la superficie celular. Este receptor se expresa en
una amplia variedad de células tales como macréfagos, células endoteliales,
células de musculo liso, CMs del peritoneo y células renales tubulares (Boulanger
et al., 2002, Ito et al., 2208). La unién de los AGEs a estos receptores
desencadena varios procesos, entre los cuales se encuentran la generacion de
radicales libres de oxigeno, la induccion de la expresion de TGF-f y VEGF, la
expresion de citoquinas implicadas en procesos inflamatorios y en la conversion
mesenquimal de las CMs, el aumento de la permeabilidad vascular, la induccion

de fibrosis, (Boulanger et al., 2002, Boulanger et al., 2007).

En conclusion, la glucosa, los GDPs y los AGEs tienen efectos tdxicos sinérgicos
en las CMs humanas reduciendo la proliferacién celular e induciendo apoptosis,
(Boulanger et al., 2006).

VI. Transicion epitelio-mesengquimal

Si se somete a los pacientes a un periodo largo de didlisis peritoneal, las células
mesoteliales sufren una pérdida progresiva del fenotipo epitelial y adquieren
caracteristicas similares a miofibroblastos que son propias de un proceso de
transicion epitelio-mesénquima (TEM), (Pérez-Lozano et al., 2013). En la figura 9
se esquematiza este proceso. La TEM se produce de manera natural durante el

desarrollo embrionario o en la reparacion de heridas, pero también se asocia a
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enfermedades inflamatorias crénicas y fibrogénicas y a la progresion tumoral,
durante este proceso se producen cambios morfolégicos, bioquimicos vy
funcionales (Kalluri y Weinberg, 2009). Sin embargo, como respuesta al dafo
celular ocasionado por factores de diversa naturaleza, se genera una respuesta
inflamatoria que es un proceso reparativo. Su activacion es responsable de varias
de las anormalidades de la membrana peritoneal, incluyendo la pérdida de la
monocapa de células mesoteliales, fibrosis submesotelial, angiogénesis y
vasculopatia hialinizante. Estas alteraciones son consideradas la mayor causa de
la falla en la ultrafiltracion y de la pérdida de la capacidad dializante del peritoneo.
Durante la inflamacién peritoneal, se producen gran cantidad de citocinas y
factores de crecimiento que pueden causar dafio a la membrana peritoneal como
el factor de crecimiento transformante beta (TGF-B), el factor de crecimiento
endotelial vascular (VEGF) y la interleucina-6 (IL-6), (Pérez-Lozano et al., 2013,
Pecoits-Filho et al., 2002).

El TGF-B es una citocina profibrética considerada como la principal molécula en la
génesis de la fibrosis peritoneal (Liu et al., 2013). La fibrosis no es la Unica
alteraciéon que sufre la membrana peritoneal durante la dialisis peritoneal, el VEGF
produce vasculopatias por la formacion de vasos sanguineos de novo que
participan en el fallo de la membrana peritoneal, (Zweers et al., 1999, Pecoits-Filho
et al., 2002). Se ha demostrado que los efluentes derivados de las células
mesoteliales libera VEGF de manera espontanea y que la TEM de las células
mesoteliales estq asociada con una sobreexpresion de VEGF. Ademas, se ha
observado que la produccion de altos niveles de VEGF por los efluentes de las
células mesoteliales, se correlaciona con niveles de transporte alto en pacientes
en dialisis peritoneal, (Aroeira L et al., 2005, Selgas R et al., 2008, Liu J et al.,
2013).

La IL-6 es una citosina presente en las reacciones inflamatorias en fase aguda, se
produce intraperitonealmente y se ha utilizado como un predictor de un proceso
inflamatorio en los pacientes en didlisis peritoneal, (Pecoits-Filho, 2002).
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Figura 9. Representacion esquematica de una transiciéon epitelio-mesénquima. La figura muestra
los 4 pasos esenciales para que se produzca una completa EMT, mostrando los cambios en los
marcadores mas caracteristicos de las células epiteliales y mesenquimales. a-SMA, alfa actina de
musculo liso; ZO-1, zonula occludens-1. Modificado de Aroeira L et al., 2007.

VIl. Transicidon mesotelio-mesenquimal

Las células mesoteliales sufren una transicibn mesenquimal como consecuencia
de los prolongados tratamientos de didlisis peritoneal, (Yafez-Mo et al., 2003;
Aroeira et al., 2007). Normalmente las CMs tienen similitudes morfolégicas con las
células epiteliales, asi como en la expresién de determinados marcadores, como
son e-cadherina y abundante ezrina. Sin embargo, son consideradas mas bien
como un tipo celular mixto, entre epitelial y mesenquimal, debido a su origen
mesodérmico. Ademas, también comparten caracteristicas con las células
endoteliales, como la expresién y secrecion de moléculas, tales como ICAM-1,
VCAM, VEGF, VEGFR-1,2 (receptor de VEGF-1,2) y neurofilinas. Dado que las
células mesoteliales comparten caracteristicas tanto con células epiteliales como
con células endoteliales, la conversion de éstas no constituye una TEM en si
misma, ni una transicion endotelio-mesénquima, sino que seria mMAas
correctamente denominada, una transicion mesotelio-mesénquima (MMT, del

inglés “ mesothelial- to- mesenchymal transition”), (Yafez-Mo et al., 2003). Aroeira
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y cols., en el 2007 describieron la expresion de marcadores de este proceso de
transicion de las células mesoteliales (figura 10).

5
, .............!
8

Figura 10. Peritoneo en condiciones normales y de transicibn mesotelio-mesénquima. Modificado
Pérez-Lozano, et al., 2013.

VIII. VEGF

El factor de crecimiento endotelial es una glicoproteina homodimérica altamente
conservada compuesta por dos moléculas unidas por puentes disulfuro, formando
una cadena molecular de 24kDa.

VIII.1 Funciones

VEFG tiene funciones biologicas importantes y esta implicado en la permeabilidad
vascular, la proliferacién y la angiogénesis de células endoteliales vasculares,
(Guo et al., 2014). Este factor pertenece a una familia de proteinas que incluye
VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D, VEGF-E, VEGF-F y el factor de crecimiento

placentario (PLGF). VEGF-A es la forma méas abundante y es denominada
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también VEFG-165. De ella existen diferentes isoformas que se generan a partir
del «splicing» alternativo del exén 5-8 dando lugar a las diferentes isoformas de
VEGF en el exdn 6 que corresponden a las proteinas de 121, 145, 165, 189 y 206
aminoéacidos (Ferrara, 1999). VEGF-A esta implicado fundamentalmente en la
angiogénesis, la migracion y la vasodilatacion. También se ha encontrado que
actla en las células endoteliales vasculares y promueve la formacion de vasos
sanguineos en condiciones fisiologicas y patologicas, (Guo et al., 2014). VEGF-B
participa en la angiogénesis embrionaria y en la regulacién de la degradacién de la
matriz extracelular; VEGF-C y VEGF-D estan relacionados con la angiogénesis
linfatica. VEGF-E se encuentra codificado en un porxvirus de la familia Orf (Lyttle
et al., 1994); y VEGF-F se ha encontrado en venenos de serpientes, (Yamazaki et
al., 2005).

El efecto biolégico de VEGF es mediado por tres receptores (VEGFRS): VEGFR-
1/Fit- 1, VEGFR-2/KDR y VEGFR-3/Flt-4. La actividad de VEGF es también
regulada por neurofilinas (Nrps), una familia de moléculas de superficie
compuestas por glicoproteinas con dos miembros Nrp-1 y Nrp-2. Los dos primeros
se encuentran en el endotelio vascular y el Gltimo se expresa exclusivamente en
vasos linfaticos. Estos receptores se expresan en diferentes tipos celulares como
son células tumorales, células endoteliales, monocitos, células hematopoyéticas y
células mesoteliales (figura 11), (Pérez-Lozano et al., 2013, Ferrara et al., 2003).
La estructura general de los tres receptores estd constituida por un dominio
extracelular, formado por 7 dominios similares a inmunoglobulinas, una regién
transmembranal sencilla y una cola citopldsmica con dominios cinasa. Cuando
VEGF se une a sus receptores, se produce una dimerizacion de los mismos y una
activacion secuencial de su actividad tirosina cinasa, lo que activa sitios de unién
para moléculas de sefalizacion como proteinas adaptadoras (Grb-2, Shc), lo cual
promueve la activacion de varias moléculas de transduccién de sefiales como
PI3K, ERK-1/2, INK y p38 MAPK, (Ferrara et al, 2003; Ferrari et al., 2006).

Cuando VEGF se une a VEGR2, éste ultimo se fosforila intracelularmente

desencadenando multiples respuestas celulares incluyendo proliferacion,
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migracion y modificacion transcripcional a través de diversas vias de sefializacion
como PI3K, Src y PLCy, (Olsson et al., 2006).

Célula tumoral

&

VEGFR-1
soluble

=D
L
N

Célula
endotelial

Proliferacion,
Proliferacién, migracion,
migracion, sobrevivencia,
sobrevivencia, angiogénesis
angiogénesis de vasos
linfaticos

Migracién,
sobrevivencia

Leucocito

Figura 11. Expresion de VEGF y su receptor. Estructura e interacciones de VEGFs, VEGFRs y co-
receptores neuropilinas (NRP). Los factores de crecimiento VEGF se unen a sus receptores con
diferentes especificidades (indicado por las flechas). La unién de los ligandos diméricos de VEGF
estimula la dimerizacion y la autofosforilacion del receptor, que conduce al reclutamiento de
moléculas de sefializacion. Los receptores de VEGF pueden dimerizar formando homodimeros o
heterodimeros. Modificado Ferrara, 2003.

VIII.2 Expresion de VEGF por la DP

Durante la DP se secreta VEGF al efluente, y se ha propuesto que esta
produccion local e intraperitoneal de VEGF es importante en el proceso que
conduce al aumento de la permeabilidad vascular, la vasodilatacion y la

angiogénesis (Zweers et al., 1999, Pecoits-Filho et al., 2002).

Durante la DP se ha observado que hay un aumento en la formacion de
microvasos como consecuencia de un aumento en la expresion de VEGF, (Guo et
al., 2014). En un estudio realizado por Pérez-Lozano y cols; en el 2013, se mostré
gue no solo los niveles de expresion de VEGF, sino también los

VEGF/VEGFRs/co-receptores estan asociados con un transporte peritoneal alto.
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La produccion local de VEGF por las células mesoteliales, durante la dialisis
peritoneal, puede ejercer efectos paracrinos en las células endoteliales para
inducir angiogénesis peritoneal y disminucion del transporte peritoneal.

IX. Acido retinoico

El &cido retinoico, el metabolito activo de la vitamina A (retinol) es esencial para el
control del crecimiento celular epitelial y la diferenciacion celular. El acido retinoico
inhibe el crecimiento de algunas células malignas que no pudieron ser reducidas
totalmente con retinol. La proteina que se une al acido retinoico es homodloga de
los recetores para hormonas esteroideas, hormonas tiroideas Yy vitamina D,
(Petkovich et al., 1987). El retinoide natural circulante en el cuerpo es el retinol;
gue esta presente a concentraciones micromolares y se deriva del carotenoide -
caroteno (provitamina A) vy retinil éster. El retinol es almacenado primeramente en
el higado como retinal palmitato. El retinol y los retinil ésteres son precursores de
las isoformas activas de los retinoides: all-trans, 11-cis, 13-cis, 9,13-di-cis y 11,13-
di-cis; de las cuales la isoforma all-trans es la predominante. El retinol se une en la
circulacion a la proteina de union al retinol (RBP) y sus niveles plasmaticos son
homeostaticamente regulados. El acido retinoico all-trans es una molécula
pequefa lipofilica (300 Da) que circula en el plasma y se une a albumina a una
concentracion de 1 a 10 nmol/L. Se han identificado dos isomeros de esta
molécula in vivo: 9-cis RA y 13-cis RA (figura 12) La funcién de 13-cis RA es
desconocida. Segun estudios in vitro, el retinoide 9-cis RA se une al receptor para
retinoides X (RXR) con alta afinidad, (Rhee et al., 2012).
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Figura 12. Fuente, almacenamiento y procesamiento del acido retinoico. Modificado Rhee et al.,
2012.

El &cido retinoico all trans es sintetizado por el retinol all-trans en dos etapas
consecutivas de oxidacion: oxidacion de retinol a retinaldehido y posteriormente a
acido retinoico. Estas etapas de oxidacion son mediadas por las retinol
deshidrogenasas y retinaldehido deshidrogenasas, tal y como se muestra en la
figura 13, (Rhee et al., 2012). El acido retinoico es degradado por las enzimas del
citocromo P450 (CYP) (Cyp26A1, B1y C1), (Cho et al., 2012).
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Figura 13. Sintesis del acido retinoico a partir de retinol. Modificado Rhee et al., 2012.

Los retinoides presentan sus efectos bioldgicos después de la activacion de la
familia del receptor nuclear de la hormona esteriodea, entre los que se incluyen el
receptor del acido retinoico RAR y el RXR. En un estudio se encontré a los RAR
expresados en humanos y en ratones. Los dominios de unién de estos receptores
estan altamente conservados (>75% de identidad de amino&cidos, (Margelsdorf et
al., 1990). Los receptores RAR tienen afinidad especifica, RARs a, B y y se unen
tanto al &cido retinoico all trans y como a 9-cis RA con gran afinidad; mientras
RXR a, B y y s6lo se unen a 9-cis RA (tabla 4), (Chambon, 1996, Rhee et al.,
2012). En ausencia de ligando, los RXR forman homotetrameros que son
transcripcionalmente inactivos, pero que se disocian facilmente en presencia de su
ligando formando dimeros. La vitamina A se obtiene de los alimentos ricos en
vitamina A, pero también puede obtenerse de alimentos con el carotenoide [3-
caroteno, precursor de la vitamina A, ya que esta compuesto por dos moléculas de
retinol, (Rhee et al., 2012).
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Tabla 4. Receptores para 4cido retinoico. Modificado Cambén et al., 1996.

Gen Isoformas predominantes Localizacién cromosomal Ligando
Humano Ratén
RARat al, 02 17q21.1 11D tll4rens
RARP 1, B2, B3, b4 34 14 and
RARY 1y 12413 15 9cis RA
RXRa al, o2 043 2
RXRB " 6p2l 3 17 9uis RA
RXRy M, 1q22423 1

Los receptores del acido retinoico (RAR), que estan implicados en la transduccion
de sefiales del &cido retinoico, son esenciales para el mantenimiento de los tejidos
epiteliales diferenciados. Se ha demostrado que el acido retinoico regula procesos
celulares que incluyen la proliferacion celular, la diferenciaciéon y la apoptosis de
una manera similar a las hormonas, y por lo tanto, juega un papel importante en el
desarrollo embrionario y por consiguiente en el mantenimiento del tejido.
Evidencia clinica y molecular, implican a los esteroides en arterioesclerosis y otros
desérdenes vasculoproliferativos, asi como en re-estenosis. Los retinoides
presentan efectos complejos en procesos de proliferacidon, crecimiento,
diferenciacion y migracion de células del musculo liso vascular, incluyendo
respuestas al dafio por arterioesclerosis. Estudios recientes sugieren que pueden
participar en la calcifiacibn vascular y en la funcién endotelial, por ejemplo
modulando las vias del 6xido nitrico. Ademas se demostro que el acido retinoico
all trans inhibi6 la proliferacion, la re-endotelizacion e incrementa la migracion de
las células del musculo liso en el sitio de dafio vascular. Una de las areas de
interés es el metabolismo de los retinoides y el rol de los receptores activados por
retinoides en la regulacion transcripcional, lo cual es relevante en los desordenes

vasculares. Los retinoides también participan en procesos biol6gicos como vision,
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crecimiento, reproduccion y resistencia a infecciones. También se encontré que la
privacion de la vitamina A en la dieta, ocasiona un el retraso del crecimiento,
ceguera, esterilidad y eventualmente muerte. Otros estudios dietéticos mostraron
gue la vitamina A también se requiere durante el desarrollo. Un déficit de esta

vitamina produjo malformaciones congénitas en fetos, (Rhee et al., 2012).

Por otro lado, el exceso de acido retinoico induce defectos de desarrollo
especificos, que van a depender de la etapa de desarrollo en la que se dé la

exposicion (Lohnes et al., 1995).

Recientemente Retana y cols. (2013) realizaron cultivos de células mesoteliales
obtenidas a partir de efluentes de dialisis y probaron el efecto del acido retinoico,
sobre estos cultivos. Concluyeron que el tratamiento con &cido retinoico mejoro la
morfologia y revirtié la TEM de los cultivos de células mesoteliales de pacientes en
DP, (Retana et al., 2013). Recientemente este mismo grupo de investigacion
encontré que el acido retinoico all trans mantiene la integridad de las CMs de
pacientes en DP y la localizacion membranal y expresion de proteinas de la unién
estrecha como claudina-1, claudina-2, claudina-8, ocludina, y ZO-1, (Retana et al.,
2013).
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OBJETIVOS

Objetivo particular

Determinar la expresion de VEGF vy el efecto del acido retinoico en las células

mesoteliales de pacientes en dialisis peritoneal.

Objetivos especificos

1.

Obtener cultivos de células mesoteliales de muestras humanas de

omentum de pacientes no urémicos (CONTROLES).

Obtener cultivos de células mesoteliales humanas a partir de efluentes de
dialisis (UREMICOS NO DIABETICOS Y UREMICOS DIABETICOS).

Medir el nivel de expresion de VEGF en cultivos celulares, en presencia y

ausencia de liquidos de dialisis.
Determinar si la secrecién de VEGF esta polarizada en la monocapa

Estudiar el efecto del &cido retinoico sobre la expresion y secrecion de

VEGF en células mesoteliales de pacientes en dialisis.
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HIPOTESIS

El acido retinoico disminuird la expresion del factor de crecimiento endotelial

vascular en las células mesoteliales humanas de pacientes en dialisis peritoneal.
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MATERIALES Y METODOS

Declaraciones de ética

La investigacion fue realizada considerando las Guias de Buenas Practicas
Clinicas, regulaciones aplicables asi como principios éticos originados en la
declaracion de Helsinki. El presente estudio fue aprobado por el Comité de Etica
del Hospital de Gineco/obstetricia No. 3 y Hospital de Nefrologia Pediatrica Centro
Médico Nacional la Raza, Instituto Mexicano del Seguro Social, ademas del
Departamento de Nefrologia del Hospital Juarez de México. Se obtuvieron los
consentimientos informados de los donadores de omentum y los consentimientos
verbales de los pacientes donadores de las bolsas de didlisis con previa

explicacion de la utilizacion de las bolsas en el estudio por el Médico Nefrélogo.

Pacientes

Las biopsias de peritoneo fueron obtenidas de pacientes femeninas no urémicas, a
través de una cirugia abdominal, después del consentimiento informado (grupo
control). Los cultivos de células mesoteliales fueron obtenidos a partir de los
efluentes de didlisis de pacientes en DP incluyendo pacientes no diabéticos y
diabéticos (figura 14).

Tipos de muestras

[ ;
- NO UREMICOS

UREMICOS NO
DIABETICOS
Efluentes de
dialisis
UREMICOS
DIABETICOS

Figura 14. Esquema representativo de los grupos experimentales.
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Anticuerpos v reactivos

Acido retinoico all trans (Cat. No. R/2625) Sigma Aldrich (Saint Louis, MO)

Anticuerpo raton anti-citoqueratina 8/18 (Cat. No. 08-0XXX y 18-X001 a 18-X200)
Zymed (South San Francisco, CA)

Anticuerpo conejo Anti-ZO-1 (Cat. N0.61-7300) Zymed (South San Francisco, CA)

Anticuerpo ratén Anti-vimentina (Cat. No.18-0052) Zymed (South San Francisco,
CA)

Anticuerpo ratdon Anti-actina (musculo liso) (Cat. No. 08-X200) Invitogen
Incorporation; Carlsbad, CA, USA)

Anticuerpo conejo Anti-VEGF (147): sc-507 Santa Cruz Biotechnology, Inc

Anticuerpo conejo Anti-Pan-cadherina (Cat. No. 71-7100) Invitogen Incorporation;
Carlsbad, CA, USA)

DAPI dihydrochloride (Cat. No. D1306) Invitogen Incorporation; Carlsbad, CA,
USA)

Anticuerpo alexa Fluo 488 goat anti-mouse (Cat. No. A-11001)
Anticuerpo alexa Fluo 594 rabbit anti-mouse (Cat. No. A-11062)

Aislamiento vy cultivo de células mesoteliales

Las biopsias fueron colectadas en solucion Hanks fria y fueron incubadas durante
10 minutos en tripsina al 0.25% y EDTA al 0.1%. Las células mesoteliales fueron
separadas por centrifugaciéon a 1000 rpm por 10 minutos y fueron cultivadas en
medio Eagle modificado de Dulbecco’'s (DMEM), mezcla de nutrientes Ham-F-
12(1:1) suplementado con 15% vol/vol con suero fetal bovino, HEPES (15ug/mL),
bicarbonato de sodio 1.2 g/L, penicilina (100U/mL), estreptomicina (100 mg/mL),
L-glutamina (2ug/mL), transferrina (5ug/mL), insulina (5ug/mL), hidrocortisona

(0.4ug/mL) y selenio de sodio (5ng/mL).
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El aislamiento de las células mesoteliales a partir de los efluentes de dialisis se
realizé de acuerdo a la metodologia empleada por Stylianou et al., 1990 y Castro
et al., 2000). Se obtuvieron las células, una vez que las células llegaron al pasaje
3, éstas fueron crecidas hasta confluencia. Las células fueron tratadas con &cido
retinoico y/o con liquido de dialisis tal y como se muestra en la figura 15. Las
células fueron sembradas en cubreobjetos (inmunofluorescencia), cajas Petri de
1000 mm x 20 mm (cuantificacion de proteinas por Western Blot) y en insertos
cubiertos con colageno Transwell®-COL de 6.5 mm de didmetro y 3.0um de
tamafo de poro marca Corning Incorporated costar® (produccion de proteinas en

sobrenadantes).

Cultivo de omentum o efluentes de dislisis.

& 3 Apical

Cultivo ceiular 7-9 dias

[ES ()

—— -
Cubreobjetos Cultivo celular Insertos

Basolateral

Tx con LD 2.5%

T Can AR 100 nM Tx con LD 2.5% (50:50)

(50:50) AR 100 nM

- Western Blot Expresion de Secrecién de
Localizacion de VEGF - VECF VECFE

Figura 15. Disefio de los experimentos. AR (acido retinoico all trans), LD (liquido de dialisis), ck-
8/18 (citoqueratina 8/18), FSP-1 (proteina especifica de fibroblastos), a-SMA (alfa actina de
musculo liso), ZO-I (zonula occludens-1)
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Identificacion de células mesoteliales

Las células cultivadas fueron identificadas por su apariencia caracteristica de
empedrado cuando alcanzan la confluencia. Las células fueron positivas para
citoqueratina y vimentina, mientras la proteina especifica de fibroblastos no se

detecto.

Inmunofluorescencia

Las células fueron cultivadas hasta pasaje 3 y una vez que llegaron a confluencia,
las monocapas fueron lavadas con PBS, fueron fijadas con metanol frio durante 10
minutos a 4°C, rehidratadas en PBS, permeabilizadas con 0.25% de Trirén X100
por 15 minutos y después fueron bloqueadas con BSA al 0.5% a 4°C durante 30
minutos (Sigma Chemical, St Louis, USA). Posteriormente, fueron incubadas toda
la noche con el anticuerpo primario, a 4°C, seguido de lavados con PBS y se
incubo con el anticuerpo secundario durante una hora a temperatura ambiente.
Las muestras fueron analizadas por microscopia confocal con un microscopio
Leica DMIRE-2 (Germany).

Western Blot

Las células fueron cultivadas hasta el pasaje 3 en cajas Petri de 100 mm x 20 mm

hasta que llegaron a la confluencia. Los cultivos se expusieron a tratamiento con
AR + LD por un periodo de 48 horas y posteriormente se realiz6 la extraccion de
las proteinas como se describe a continuacion: las monocapas fueron lavadas con
PBS, se extrajo la fraccién soluble (citosdlica) e insoluble (membranal) con RIPA
(200 pL) adicionada con PMSF (Sigma, Saint Louis, MO), Complete (Roche
Diagnostics, Mannhein, Germany) y con inhibidores de proteasas. Se realizd la
cuantificacion de proteina total usando el método de Lowry (Bio Rad laboratorios,
CA). Las muestras fueron desnaturalizadas por ebullicibn durante 12 minutos y
posteriormente diluidas en una concentracion 1:5 en Laemmli (Bio Rad
laboratories, CA), buffer de urea (0.5 M) y 2-mercaptoetanol (Bio Rad laboratories,
CA). Las proteinas de las muestras fueron separadas por electroforesis en gel de
poliacrilamida con dodecilsulfato sédico al 12 % (SDS-PAGE, por sus siglas en
inglés). Luego fueron transferidas a una membrana adsorbente de PVDF
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(polifluoruro de vinilideno) y posteriomente se bloquearon los sitios inespecificos
incubandolos con leche al 10% en PBS 1X adicionado con 0.5% de Tween 20
durante una hora a temperatura ambiente. Se identificaron las bandas especificas
utilizando los anticuerpos correspondientes y quimioluminiscencia, la cual fue
detectada con un sistema de imagenes EC3 (UVO, Biolmaging Systems,
Cambridge, UK). La densidad de banda de las proteinas fue cuantificada utilizando
el software de densitometria de transmitancia EC3 (UVO, Biolmaging Systems,
Cambridge, UK).

Ensayo de produccion de VEGF por las células mesoteliales

Una vez que las células sembradas en insertos llegaron a confluencia (pasaje 3),
se dieron los tratamientos (figura 18) durante 3 horas. Se colectaron los
sobrenadantes de la parte apical y basolateral. Se determind la concentracién de
VEGF en los sobrenadantes de los cultivos utilizando el “Ensayo por
Inmunoabsorcion Ligado a Enzimas” (Human VEGF Quantikine ELISA Kit Cat. No.
DVEO0O). Todos los experimentos fueron realizados por duplicado.

Medicion de la resistencia eléctrica transepitelial (RET)

Las células en suspension de pacientes controles y de pacientes no diabéticos y
diabéticos en DP fueron sembradas en insertos cubiertos con colageno
Transwell®-COL de 6.5 mm de diametro y 3.0um de tamafio de poro marca
Corning Incorporated costar®. La parte apical y basolateral de los insertos fueron
llenadas con 0.2 mL y 1 mL de medio de cultivo adicionado con 100 nM de AR,
respectivamente. El medio de cultivo fue remplazado cada tercer dia. Se midio la
RET cada tercer dia cuando se realizo el cambio de medio usando un voltimetro
Millicel-ERS (Millipore Corporation Bedford, MA). La RET fue expresada en
Qecm?. Se rest6 el valor de los filtros sin células (30.3 + 1.3 Q-cm?) del valor total
de RET.
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Analisis estadistico

Los resultados fueron expresados como el promedio + el error estandar del
promedio (SEM). Se evaluaron las diferencias entre grupos utilizando la prueba
estadistica t-Student. Para comparaciones multiples entre grupos se utilizd un
analisis de varianza (ANOVA) y ademas de una prueba de Tukey para la

determinacion de significancia estadistica.
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RESULTADOS

Caracteristicas de los pacientes

Se recolectaron 2 biopsias peritoneales de pacientes femeninas sanas no
urémicas que fueron sometidas a cirugia abdominal (CONTROLES). Las CMPH
fueron obtenidas de los efluentes de didlisis de 14 pacientes en DP (las cuales se
dividieron en pacientes DIABETICOS y NO DIABETICOS), las caracteristicas de

los pacientes se muestran en la tabla 5.

Tabla 5. Caracteristicas clinicas de los pacientes del estudio.

N=2 N=8 N=5
Edad 49-50 14-45 20-72
Mujer/hombre 2 4/4 1/4
Tiempo en diélsis - 2-86 3-30
Glucosa (mg/dL) - 76-111.8 146-342
Alblimina (g/dL) - 3.21-35 3.2-3.4
Urea (mg/dL) - 70-107.25 76-92
Creatinina (mg/dL) - 5.79-11.10 3.2-7.48

Caracteristicas morfolégicas de las CMPH

Se realizaron los cultivos de CMPH como se describié previamente, de pacientes
CONTROLES, como NO DIABETICOS y DIABETICOS, los cuales se llevaron
hasta pasaje tres (figura 16). Los cultivos presentan las caracteristicas ya
reportadas de las CMs, que son formar monocapas y tener apariencia de
empedrado. Con las imagenes obtenidas se puede apreciar que entre los cultivos
de CMs controles y los cultivos de CMs no diabéticos no muestran diferencia en el
tamanfo de las células; sin embargo, las CMs de pacientes diabéticos presentaron
una mezcla de células hipertroficas de tamafio normal, ademas de tener un

tamafio mas grande.
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Figura 16. Morfologia de las CMPH; a) paciente control, b) paciente no diabético, c) paciente
diabético

Los cultivos de CMPH de pacientes en DP expresaron mas VEGF

Por inmunofluorescencia, se observé que en las CMPH de pacientes controles
hubo menor expresion de VEGF, comparandola con los cultivos de los pacientes
en DP; por el contrario, en los cultivos de pacientes no diabéticos hay mayor
expresion de VEGF que en los controles y se encontro distribuido en el citoplasma
y en algunas células del cultivo en la regién perinuclear. La expresion de VEGF
fue aun mayor en los cultivos de CMPH de pacientes diabéticos tal y cdmo se
muestra en la figura 17, VEGF se encontré a nivel citoplasmatico e incluso en el
nacleo. Estos resultados confirmaron los hallazgos encontrados por otros autores,
(Combet et al., 2000, Lee et al., 2014), quienes reportaron que la expresion de
VEGF por Western Blot es mayor en los pacientes que han sido sometidos a un

procedimiento de DP.

Tt

Figura 17. Expresion de VEGF; a) paciente control, b) paciente no diabético, c) paciente diabético.
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Las CMPH expresaron citogueratina 8/18 vy no expresaron

proteina especifica de fibroblastos.

Como se observa en la figura 18, las CMPH fueron positivas a la expresion de
citoqueratina 8/18 (marcador mesotelial) en todos los grupos experimentales tanto
control, como no diabético y diabético; sin embargo, s6lo en los controles se
puedo apreciar los filamentos intermedios del citoesqueleto intracelular del cultivo
y se observd que esta caracteristica se perdioé en los cultivos de los pacientes en
DP. En el caso del marcador de fibroblastos (proteina especifica de fibroblastos),
éste no se encontré expresado en los cultivos de los pacientes controles. En los
cultivos de los pacientes en DP se encontrd0 expresion parcial, siendo mas
evidente en los cultivos de pacientes diabéticos. Estos resultados confirman que
los cultivos en los que se realizaron los experimentos son de origen mesotelial ya
gue de acuerdo a las imagenes de microscopia confocal, las células fueron
positivas para CK 8/18 pero negativas para la FSP-1 (s6lo en los cultivos de
pacientes controles). Sin embargo la expresion de FSP-1 en las monocapas de los
pacientes en DP revela que las células de estos pacientes estan dafiadas y
probablemente hay presencia de miofibroblastos en el cultivo como respuesta al

dafio causado por la exposicion a los liquidos de dialisis.
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Figura 18. Expresion de citoqueratina 8/18 y de proteina especifica de fobloblastos (FSP-1); a)
paciente control, b) paciente no diabético, c) paciente diabético.

Los cultivos de CMPH de pacientes expresaron Vimentina.

Los cultivos de CMs de pacientes controles expresaron vimentina en la zona
perinuclear y citosdlica de la célula, ademas se identificO la presencia de
filamentos intermedios en el citoesqueleto. En los cultivos de pacientes en DP, la
marca de vimentina fue positiva en los grupos controles, en los cultivos de
pacientes en dialisis no diabéticos se observé la organizacion de los filamentos
intermedios de forma similar que en los cultivos de controles; por el contrario, en
los cultivos de pacientes diabéticos en DP hubo una reorganizacion del
citoesqueleto. Ademas el aumento en la expresion de vimentina fue mas evidente
gue en los de los pacientes no diabéticos (figura 19). Con base en estos
resultados se observo que los pacientes en DP sufren una TEM, ya que aumenta

la expresién de marcadores mesénquimales como vimentina, y que la diabetes per
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se favorece el proceso de TEM en los pacientes, aun sin ser sometidas las CMs a

los liquidos de dialisis.

Figura 19. Expresion de vimentina; a) paciente control, b) paciente no diabético, ¢) paciente
diabético.

Los cultivos de CMPH de pacientes en DP expresaron alfa actina

de musculo liso.

En los cultivos controles no hubo expresion del marcador mesénquimal a-SMA.
Por el contrario los cultivos de pacientes en DP fueron positvos para a-SMA,
siendo mas evidente en las CMs de pacientes diabéticos (figura 20). Lo que
sugiere que los pacientes sometidos a terapias de dialisis estan sufriendo una
TEM y que la diabetes es un factor adicional que esta favoreciendo la TEM en

estos pacientes.

Figura 20. Expresion de alfa actina de musculo liso (a-SMA); a) paciente control, b) paciente no
diabético, c) paciente diabético
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La expresion de VEGF fue mayor en los pacientes en DP.

La expresion de VEGF a nivel de proteina fue mayor en los pacientes en DP, tal y
como se observa en la figura 21. Los pacientes no diabéticos tuvieron valores de
1404, mientras que los diabéticos presentaron valores de 170+. El tratamiento por
48 horas con &cido retinoico all trans no modificd la expresiéon de VEGF en los
diferentes grupos experimentales. Al tratar las células con LD por 48 horas se
observé que hubo un aumento en la expresion de VEGF en los grupos control y no
diabético. En el caso del grupo diabético no se observé un aumento significativo
de VEGF si se compara con el grupo que no recibié tratamiento con LD. Por
altimo, al tratar los cultivos con acido retinoico all trans y LD por 48 horas se
encontrd que el aumento en la expresion de VEGF fue revertido con el tratamiento

con &cido retinoico all trans (figura 21).

21kDa

Actina

VEGF/Actina

AR = = = + + + - - o= + + +

LD = = = === +++ + ++

Figura 21. La expresién de VEGF esta aumentada en los pacinetes en DP y esta expresion
disminuyé con el AR.
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Las CMPH secretan mayoritariamente VEGF hacia la parte apical

del cultivo, la cual es revertida por el tratamiento con acido

retinoico all trans.

Para la determinacibn de la secrecion de VEGF, se recuperaron los
sobrenadantes de la parte apical y basolateral de los cultivos tratados durante tres
horas con &cido retinoico all trans y LD. Interesantemente, se encontré que la
secrecion esta polarizada. Esta fue significativamente mayor hacia la parte apical
del cultivo tanto en los pacientes no diabéticos como en los diabéticos. Al
comparar los dos grupos experimentales, se observd que en los pacientes
diabéticos hubo mayor secrecién que en los no diabéticos arrojando valores de
170+ (pg/mL) y 140+ (pg/mL) de VEGF, respetivamente. En ambos grupos
experimentales, el tratamiento con acido retinoico all trans por 3 horas disminuyé
la secrecion de VEGF tanto en la parte apical como en la basolateral de la
monocapa. Ademas, se encontré que la exposiciéon a los LD por 3 horas aumento
la secrecion apical de VEGF en los cultivos de pacientes diabéticos, por el
contrario, en los pacientes no diabéticos hubo una reduccion en la secrecién basal
y apical. Finalmente, se observé que los cultivos tratados con la combinacién de
acido retinoico all trans y LD durante 3 horas mostraron una disminucién
significativa de la secrecion apical y basolateral en ambos grupos de estudio
(Figura 22).

También se midi6 la secrecidn a tiempos mas largos de exposicion y se observo
gue la secrecion aumentd en el tiempo. La secrecion de VEGF fue mayor en el
lado apical de la célula, el AR disminuy6 la secrecion apical y basolateral de VEGF
inducida por la exposicion durante 12 horas con los LD (figura 23). En un
experimento en el cual se tratd6 con AR + LD durante 48 horas se observé que la
secrecion de VEGF fue mayor en el lado apical de la célula, hubo un aumenté la
secrecion apical y basal de VEGF en los cultivos expuestos a los LD, y que el
tratamiento con AR disminuy6 este aumento de VEGF (figura 24).
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Figura 22. Secrecion polarizada de VEGF en los cultivos tratados con acido retinoico all trans y LD.
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Figura 23. CMPH en pasaje 3 expuestas a A) 3 horas y B)12 horas de tratamiento con LD y AR.

500+ A) 1500+ B)

1000

ém@ gma; ;%%Em

AR = = 4 4+ = = 4 4 AR = = 4 4+ = = 4 4
LD = = = =+ + + + ID = = = =+ + + +

VEGF (pg/mL)
3
o

VEGF (pg/mL
2 & 8
ol

o
L

Figura 24. CMPH en pasaje 3 expuestas a A) 3 horas de tratamiento con LD y AR. B) 48 horas de
tratamiento con LD y AR
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El tratamiento con acido retinoico all trans disminuy6 la RET en

los cultivos de pacientes control y diabéticos.

Las células se crecieron en pasaje 3 en filtros y se registrd la RET de los grupos
control, no diabético y diabético. Estos grupos se trataron con y sin acido retinoico
all trans. Se encontr6 que el acido retinoico disminuy6 la RET en los grupos
control y diabético; sin embargo, en el grupo no diabético no tuvo efecto (figura
25).
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Figura 25. Efecto del &cido retinoico all trans en el crecimentito de las monocapas.

El tratamiento con LD redujo la RET, y este efecto fue revertido

con el acido retinoico all trans en los cultivos de CMPH.

Los cultivos en pasaje 3 y en confluencia fueron tratados con acido retinoico all
trans y LD durante 48 horas. El tratamiento con acido retinoico all trans disminuyé
la RET en los cultivos de CMPH de controles y pacientes diabéticos. La exposicion
a los LD disminuyé la RET en los cultivos de paciente diabético. Interesantemente,
el tratamiento con acido retinoico all trans revirtié el efecto de la exposicién a los
LD en los cultivos (figura 26). Lo que sugiere que &cido retinoico all trans favorece
la integridad de las monocapas, pero sélo en los cultivos mas dafiados (expuestos
alos LD).
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DISCUSION

El mesotelio actia como una barrera permeable que puede reemplazar la funcion
del rindn cuando este pierde su capacidad funcional, (Lanfrancone et al., 1992,
Ksigzek, 2013,). El mesotelio regula el paso de agua y solutos desde la region
intravascular hacia la cavidad peritoneal, (Mutsaers et al., 2003). Sin embargo, se
ha observado que la permeabilidad del peritoneo varia entre los pacientes (Retana
et al., 2013). El peritoneo sufre diversas modificaciones estructurales durante el
tratamiento de didlisis peritoneal, que inducen disfuncion peritoneal progresiva y
un fallo de la ultrafiltracion. Ademas presenta una transicion mesotelio
mesénquima (TMM), en la cual las MCs sintetizan componentes de la matriz
extracelular, asi como factores pro-inflamatorios y pro-angiogénicos. En el
presente estudio se midié la expresion de VEGF, un factor pro-angiogénico que
tiene funciones importantes y estad implicado en la permeabilidad vascular, la
proliferacion y la angiogénesis de células peritoneales, (Aroeira et al.,, 2007, Guo
et al., 2014). Se encontré6 que en condiciones patoldgicas las células sintetizan
VEGF como respuesta al dafio. En el peritoneo, se ha reportado que VEGF
aumenta con la DP, este aumento esta asociado a la formacion de nuevos vasos
sanguineos. Este fenbmeno de angiogénesis exacerbada provoca que se pierda la
ultrafiltracion del peritoneo, y por lo tanto su funcionalidad. De acuerdo a los
hallazgos encontrados por diversos autores, (Zweers et al.,, 1999, Selgas et al.,
2000, Pecoits Filho et al., 2002, Yafiez et al., 2003, Aroeira et al., 2007, Pérez
Lozano et al.,, 2013, Lee et al.,, 2014, Guo et al., 2014), se sabe que las CMs
constituyen una fuente importante de VEGF en pacientes en dialisis peritoneal. En
este estudio se analiz6 por primera vez la expresion de VEGF en células
peritoneales en pacientes controles (no urémicos), en pacientes no diabéticos y
en pacientes diabéticos. Fue importante considerar que en los cultivos no hubiera
factores externos o adicionales que pudieran alterar la secrecion de VEGF, ya que
esta secrecion se mantuvo estable durante el cultivo. Se observé que los cultivos
aun en pasaje 3 conservaron su fenotipo mesotelial. Se encontr6 que las CMs
humanas obtenidas a partir de biopsias peritoneales y aquellas obtenidas a partir

de los efluentes de dialisis formaron una monocapa y presentaron la morfologia
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caracteristica reportada por Bird et al (2011). Estas presentan morfologia de
empedrado, cuando alcanzan la confluencia. Los pacientes no diabéticos exhibian
diferencias morfolégicas en comparacion con los diabéticos, éstos presentaron
células de mayor tamafio. No existen reportes en los cuales se caractericen las
diferencias morfologicas entre los pacientes no diabéticos y diabéticos. En un
estudio realizado por Retana et al., (2013), se encontré que las CMs humanas de
pacientes en DP (transportadores bajos) presentaron células hipertréficas y de
mayor tamafio en comparacion con las células de pacientes transportadores altos
y controles. De acuerdo a nuestros resultados, se puede sugerir que las células de
pacientes diabéticos son diferentes a los controles y los no diabéticos, por lo que
seria interesante determinar si estan hipertroficas. No se encontraron reportes
previos en la literatura que describieran las caracteristicas morfolégicas de las

CMs de pacientes en DP no diabéticos y diabéticos.

Se identificd por inmunofluorescencia la localizacion de VEGF en los cultivos
celulares de CMs humanas de los grupos experimentales. Se observo que en los
cultivos de pacientes controles hubo menor expresion de VEGF en la monocapa,
comparandola con los cultivos de los pacientes en DP. En los cultivos de
pacientes no diabéticos la expresion de VEGF se localiza en el citoplasma y en
algunas células del cultivo en la regién perinuclear. Esta expresion fue atn mayor
en los cultivos de CMPH de pacientes diabéticos, el VEGF se encontré también a
nivel citoplasmético e incluso en el nucleo, estos resultados corresponden con lo
reportado por Perez-Lozano et al., (2013), quienes observaron que cuando las
células peritoneales estan en un proceso de TMM hay una movilizacién de VEGF
de la membrana plasmatica hacia el citoplasma. Estos autores lo califican como un
fendmeno de internalizacién de VEGF. Existen varios reportes acerca del aumento
en la expresion de VEGF en las células peritoneales como respuesta a la
exposicion a los liquidos de dialisis durante la DP (Combet 2000, Boulanger et al.,
2002, Liu et al., 2013). Sin embargo, no se habia considerado que efecto tenia la
diabetes en la expresion de VEGF. En este estudio se encontré que la expresion
de VEGF esta aumentada en los pacientes en DP, comparada con los controles y

gue ésta expresion fue aun mayor en los pacientes diabéticos. Estos resultados
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aportan informacion muy importante ya que se encontré que la diabetes per se
esta favoreciendo el aumento en la expresion de VEGF, que puede causar un
aumento en la angiogénesis. Aungue no se midi6 la formacion de nuevos vasos en
este trabajo, existen estudios previos donde se reporté que la diabetes es un
factor de riesgo independiente, que modifica las caracteristicas morfolégicas
(engrosamiento de la regidon submesotelial) y funcionales (aumento en el nimero
de capilares) del peritoneo. Estos cambios fueron evidentes desde el inicio de la

didlisis peritoneal, (Mizumasa et al., 2013).

Debido a que no hay estudios previos en los cuales se haya evaluado esta
caracteristica de los pacientes, el presente estudio es relevante para dilucidar los
mecanismos de los cambios morfolégicos en el peritoneo causados por la

exposicion a los liquidos de dialisis en el paciente diabético.

Durante los ultimos afios, se ha descrito que las células mesoteliales de pacientes
en didlisis presentan TMM, como respuesta a los periodos prolongados de DP,
(Yanez-Mo et al., 2013, Aroeira et al., 2005, Aroeira et al., 2007, Pérez-Lozano et
al.,, 2013, Retana et al., 2013Lee et al., 2014). En este estudio, se identificé por
primera vez por inmunofluorescencia la expresion de marcadores epiteliales
(citoqueratina) y mesenquimales (proteina especifica de fibroblastos, vimentina y
alfa actina de musculo liso), en los cultivos celulares de pacientes controles, no
diabéticos para determinar la presencia de la TMM. Los pacientes en DP
diabéticos exhibieron reorganizacion del citoesqueleto de vimentina vy
citoqueratina, ademas de haber expresion de a-SMA. Se observo que las células
mesoteliales de pacientes diabéticos presentan mayor expresion de marcadores
mesenquimales y menor expresion de marcadores epiteliales. Ademéas se
encontré que las células mesoteliales de pacientes en dialisis se encuentra en un
proceso TEM, pero preservan su fenotipo mesotelial. Estos resultados sugieren
gue los pacientes diabéticos presentan mayor dafio que los no diabéticos y que
este dafo peritoneal precede al dafio inducido por la uremia y por los liquidos de
dialisis. Por consiguiente, los posibles tratamientos deberian estar disefiados hacia

la prevenciébn de la transicibn mesotelio mesénquima y/o a disminuir sus
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consecuencias como inflamacién. También puede enfocarse el tratamiento a
disminuir efectos nocivos, tales como la sintesis anormal de componentes de
matriz extracelular y/o de la secrecion de VEGF. En trabajos recientes se empled
el tratamiento con &cido retinoico all trans y se encontr6 que disminuy6 la
expresion de marcadores de la TMM, ademas de mantener la integridad
mesotelial, mejorando la localizacién y expresion de proteinas de la unién estrecha
(Retana et al.,, 2013). Sin embargo, el desarrollo de estrategias frente a la
secrecion de VEGF no esté establecido, y ello requiere un estudio en profundidad,
es por ello que en este trabajo se empled el acido retinoico como una alternativa

terapéutica.

El &cido retinoico es una molécula de sefalizacion la cual es critica en muchos
procesos incluyendo sobrevivencia celular, proliferacion y diferenciacion de
diversas estirpes celulares, y por consiguiente en el mantenimiento del tejido,
(Rhee et al., 2012). Esta molécula regula la expresion de genes a través de
receptores nucleares, el receptor para acido retinoico (RAR), el cual esta
compuesto por tres subtipos (a, B y y), (Chambdn, 1996, Rhee et al., 2012). En
este estudio se describidé por primera vez que el acido retinoico tuvo un efecto
diferencial en la expresion de la proteina de VEGF por Western Blot en los cultivos
de células peritoneales de controles, no diabéticos y diabéticos. La exposicion
durante 48 horas a los LD aument6 la expresion de VEGF, y ésta fue revertida con
el acido retinoico all trans. Sin embargo, en los grupos no expuestos a los liquidos
de dilisis, el acido retinoico all trans no tuvo efecto. Con estos resultados se
puede observar que el AR sélo actla en las células que estan mas dafiadas tal y

como fue el caso de aquellas expuestas a los LD.
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El estudio comparativo aporté datos interesantes relativos al efecto de los liquidos
de dialisis sobre la TEM y, por consiguiente, sobre el VEGF secretado por las
CMPH. Una de las metas del estudio incluia medir la secrecion de VEGF en los
sobrenadantes, se encontr6 que los niveles de VEGF en los sobrenadantes
estaban muy aumentados en el grupo diabético en comparacién con el no
diabético, acentuandose esa diferencia a lo largo del tiempo. En el 2013, Pérez-
Lozano y cols., encontraron que la secrecion de VEGF aumentaba en los
pacientes en DP, sin embargo no habia reportes previos que incluyeran pacientes
diabéticos. El siguiente paso a desarrollar fue determinar si la secrecién de VEGF
era polarizada. Se encontr6 mayor concentracion de VEGF en los sobrenadantes
en la parte apical de la monocapa. Este efecto observado sugiere que VEGF

podria estar ejerciendo un efecto paracrino sobre las células mesoteliales.

El deterioro de la funcién peritoneal es una complicacion muy severa para la
sobrevivencia de los pacientes en DP. Se sugiere que los efectos benéficos del
acido retinoico descritos en este estudio pueden retrasar o disminuir las

alteraciones observadas en los pacientes en DP y prolongar el tiempo de dialisis.

El siguiente paso a desarrollar fue el andlisis de VEGF como posible marcador de
la funcion peritoneal. Se evalud la permeabilidad de la via paracelular a través de
la medicion de la resistencia eléctrica transepitelial (RET). Es muy importante que
la integridad de esta membrana se conserve. Las uniones intercelulares se llevan
a cabo a través de moléculas de la unién estrecha, donde se transporta agua y
solutos en la membrana peritoneal. La determinacion del grado de hermeticidad de
las uniones se determina midiendo la RET, la cual se sabe aumenta con el grado
de hermeticidad de las uniones estrechas y viceversa. La RET refleja la integridad
funcional de las uniones intercelulares en varios tipos celulares (Tobika et al.,
1998, Zhu et al., 2004, Amasheh et al., 2009). En este trabajo se evalu6 el efecto
del acido retinoico all trans en la RET, diversos hallazgos observados revelan que
el acido retinoico all trans regula la resistencia de la unién estrecha en varios tipos
celulares. Tobioka y cols, (1996) reportaron que el &acido retinoico all trans

aumento la RET en células mesoteliales de rata. Por el contrario, se encontré que
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el tratamiento con acido retinoico all trans redujo la RET en células Caco-2 y
CaSki. En este estudio se encontrd que el acido retinoico disminuyo la RET en los
cultivos de pacientes control y diabético, y no tuvo efecto en los pacientes no
diabéticos. En un estudio realizado por Retana et al., (2014) se midi6 la RET en
cultivos de CMPH tratados con &cido retinoico all trans y se encontré que hubo
una disminucion en la RET en los grupos controles y en los cultivos de pacientes
transportadores altos, mientras en los transportadores bajos, el AR no tuvo efecto.
Se concluye que es un efecto parecido al observado en esta tesis, donde el acido

retinoico disminuyo la RET sdlo en los pacientes controles y diabéticos.

Las respuestas diferenciales encontradas en los pacientes diabéticos y no
diabéticos al tratamiento con &cido retinoico, pueden deberse a diferencias en la
expresion y funcion de moléculas involucradas en la via de sefializacién del acido
retinoico all trans o en la biodisponibilidad de esta molécula. No existen estudios
en los cuales se determine la expresién de moléculas de sefializacion del acido
retinoico all trans en las células mesoteliales, sin embargo en un estudio realizado
por Starkey et al., (2010) se encontré que el metabolismo del acido retinoico esta
significativamente desregulado en rifiones de rata diabética. Esta desregulacion
podria estar sucediendo en los pacientes diabéticos en DP, sin embargo se
requiere nuevos estudios para determinar la expresion de la molécula y del

receptor del acido retinoico all trans.

El 4cido retinoico all trans puede ser un tratamiento alternativo para mantener la
integridad mesotelial de los pacientes en DP, reduciendo los niveles de expresion
y secrecion de VEGF en los cultivos de CMPH, ademas de aumentar los valores

de RET en los pacientes tratados con LD.

El aumento de la resistencia eléctrica transepitelial sugiere que el acido retinoico
tuvo un efecto favorable en la principal via de transporte peritoneal, que es la via

paracelular.
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CONCLUSIONES

En las células mesoteliales de pacientes diabéticos urémicos la expresion de

VEGF esta aumentada.

En los pacientes urémicos diabéticos esta presente a-SMA, aumentada la
vimentina y disminuida la citoqueratina, sugiriendo la tendencia a la transicion

epitelio-mesénquima.

El &cido retinoico disminuy6 la expresion de VEGF en los cultivos de CMPH de
pacientes urémicos no diabéticos y diabéticos. Ademas, redujo la secrecidn apical

y basolateral de VEGF en los cultivos expuestos a los liquidos de dialisis.

Se mantuvo la integridad de la membrana peritoneal de pacientes expuestos a los
liquidos de dialisis, ya que el acido retinoico aumento el valor de la RET en los

pacientes controles, no diabéticos y diabéticos.
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