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RESUMEN

La dialisis peritoneal es una alternativa terapéutica para pacientes con
insuficiencia renal, los cuales de acuerdo a sus caracteristicas de permeabilidad
del peritoneo se clasifican en: transportador bajo (TB, tienen baja permeabilidad a
solutos) o transportador alto (TA, tienen alta permeabilidad a solutos). Los
factores que determinan el tipo de transporte peritoneal de un paciente dado son
diversos y poco estudiados. El peritoneo estd constituido por una monocapa de
células mesoteliales que participa en el transporte de solutos y de agua durante la
didlisis peritoneal. La exposicion cronica de las células mesoteliales a las
soluciones de didlisis, causa alteraciones morfoldgicas y dafio en sus uniones
intercelulares, alterando sus propiedades de transporte de agua y de solutos. El
acido todo trans retinoico (ATTR), es un metabolito de la vitamina A, el cual juega
un papel importante en la formacion de la union estrecha (UE) en células
epiteliales y en la adquisicién de un fenotipo epitelial en células mesoteliales. Por
lo tanto, se estudiaron las caracteristicas morfologicas y la distribucion y funcion
de las proteinas de la UE, en los cultivos de las células mesoteliales del peritoneo

humano (CMPH) de pacientes con TB o TA, y su respuesta al ATTR.

Las células control se aislaron de las biopsias del peritoneo de pacientes no
urémicos a los que se les practicé una cirugia abdominal. Las células de los TB y
de los TA se obtuvieron del efluente de dialisis de pacientes dializados con
soluciones al 1.5 o al 2.5% de glucosa. Los experimentos se realizaron con
cultivos en pase 3, los cuales se cultivaron con medio D-MEM/F12 més ATTR (O,
50, 100 6 200 nM) hasta alcanzar confluencia. Una vez confluentes las células, se
estudiaron los cilios y las microvellosidades por microscopia electronica de
barrido; los marcadores de tipo epitelial (la citoqueratina-18) y mesenquimal (la
vimentina y la a-actina del musculo liso (a-AML)) por inmunofluorescencia y por
Western blot; la expresion del factor de crecimiento transformante-p1(FCT-31) por
Western blot; la permeabilidad de las monocapas celulares por medio de la
medicion de la resistencia eléctrica transepitelial (RET); la distribucion y la
expresion de las proteinas de la UE (las claudinas -1, -2 y -8, la ocludina y la ZO-
1) por inmunofluorescencia y por Western blot, y el flujo de dextran-FITC anionico
de 10y 70 kDa.



Los cultivos de los TB y de los TA exhibieron células hipertroficas, con
desorganizacion en sus filamentos intermedios de citoqueratina-18 y de
vimentina, y marca positiva para la a-AML. La expresion de la vimentina, la a-AML
y del FCT-B1 estuvieron significativamente aumentadas, en los TB. Los cultivos
de los TB y los TA mostraron una reduccion en el numero de las células ciliadas.
Las células de los TA exhibieron una reduccion importante en el nimero y tamafo
de sus microvellosidades. El tratamiento con ATTR redujo la presencia de células
hipertréficas en el TB, mejoro la organizacion de los filamentos de citoqueratina-
18 y vimentina en el TB y en el TA, disminuy0 la expresion de la vimentina, la a-
AML y del FCT-B1 en el TB, aumento el numero de células ciliadas en el TB y en
el TA, y aumento6 el tamafio del cilio en el TA. La RET de las monocapas de los
TA fue baja con respecto a la RET del grupo control y del TB. Las monocapas de
los TB y de los TA fueron menos permeables a los dextranes-FITC de 10 y de 70
kDa, comparados con el grupo control. En el TB y TA, la fluorescencia para la
claudina-1, la ocludina y la ZO-1, fue débil y discontinua a lo largo del borde
celular, y la expresion de estas proteinas estuvo disminuida. Por primera vez se
evaluo la expresion de la claudina-2 y -8 en CMPH. La claudina-2 en todos los
grupos se localiz6 en el nucleo, mientras que la claudina-8 se observo en el borde
celular y en el nacleo. En los cultivos de TB y TA, la marca para la claudina-8 fue
débil y discontinua. El tratamiento con ATTR ayudo6 a la relocalizacion de las
proteinas de la UE en el borde celular, en el TB y en el TA; aumento la expresion
de las proteinas de la UE, en el TA; disminuy6 la RET del grupo control y del TA,
mientras que en el TB no tuvo efecto, y disminuyd la permeabilidad para aniones,
en el TA.

Las células mesoteliales de los pacientes con TB o TA tienen alteraciones
morfolégicas y funcionales, que podrian estar asociadas con el tipo de transporte
peritoneal. En adicion, las células de los TB y de los TA tuvieron una respuesta
diferencial al tratamiento con ATTR. Este retinoide puede ser una alternativa
terapéutica para mantener la integridad del mesotelio en pacientes en dialisis
peritoneal, ya que ayudd a preservar la morfologia epitelial; disminuyo la
expresion de marcadores mesenquimales; disminuyo la expresion del FCT-B1;

indujo ciliogénesis y mejoroé la localizacion de las proteinas de la UE en el borde



celular. Todos estos efectos estan a favor de prolongar la funcibn mesotelial y por

lo tanto, la integridad del peritoneo.

ABSTRACT

Peritoneal dialysis is a therapeutic alternative for patients with renal insufficiency in
terminal stage, whom according to the characteristics of peritoneum permeability
are classified as low transporter (LT, low solute permeability) or high transporter
(HT, high solute permeability). Factors that determine the differences in
permeability between them have not been fully disclosed. Peritoneum is lined by a
monolayer of mesothelial cells which participates in fluid and solute transport
during peritoneal dialysis. Chronic exposure to dialysis solutions causes changes
in the morphology and the tight junction (TJ) proteins of the peritoneal mesothelial
cells, altering their properties of water and solute transport. All trans retinoic acid
(ATRA) is a metabolite of vitamin A that plays an important role in the formation of
TJ in epithelial cells and in the acquisition of an epithelial phenotype in mesothelial
cells. We studied the morphological features and the distribution and function of
the TJ proteins in human peritoneal mesothelial cells (HPMCs) cultures from LT or
HT and their response to ATRA.

Control cells were isolated from peritoneal biopsies from non-uremic patients,
undergoing abdominal surgery. LT and HT cells were obtained from dialysis
effluent from continuous ambulatory peritoneal dialysis patients, receiving glucose-
based dialysis solutions at 1.5 or 2.5 %. Cells in passage 3 were cultured in
media containing ATRA (0, 50, 100 or 200 nM). We studied microvilli and cilia by
scanning electron microscopy; epithelial (cytokeratin-18) and mesenchymal
(vimentin and a-smooth muscle actin) transition markers by immunofluorescence
and Western blot; transforming growth factor B1(TGF-$1) expression by Western
blot; the permeability by measuring the transepithelial electrical resistance (TER);
the TJ proteins (claudin-1,-2 y -8, occludin and ZO-1) distribution and expression
by immunofluorescence and Western blot; and the permeability to anionic dextran-
FITC (10 and 70 kDa).



LT and HT exhibited hypertrophic cells, cytokeratin-18 and vimentin
disorganization and positive a-smooth muscle actin (a-SMA) label. Vimentin, a-
SMA and TGF- 31 were overexpressed in LT. Ciliated cells were reduced in LT
and HT. Microvilli number and length were severely diminished in HT. ATRA
reduced hypertrophic cells number in LT. It also improved cytokeratin-18 and
vimentin organization, reduced vimentin and a-SMA expression. In LT, ATRA
reduced TGF-B1 expression, and augmented the percentage of ciliated cells in LT
and HT. It also augmented cilia length in HT. HT exhibited lower TER than control
and LT monolayers. Both LT and HT were less permeable to anionic dextran-FITC
compared to control. Immunofluorescence for TJ (claudin 1, occludin and ZO-1)
was weak and discontinuous along the cell contour, in LT and HT. Furthermore,
claudin- 1, occludin and ZO-1 expressions were decreased. For the first time
claudin-2 and -8 were studies in HPMC. Claudin-2 was observed at nucleus in all
groups while claudin-8 was located at the cell border and at nuclei. In both LT and
HT, claudin-8 label at the cell contour was weak and discontinuous. ATRA
improved TJ proteins distribution and their expression in HT. ATRA decreased
TER in HT, but had not effect in LT, and it diminished the permeability to anions in
HT.

HPMCs from LT and HT exhibited morphological and structural alterations that
might be associated with differences in the transport of solutes and water in these
patients. They also depicted a differential response to ATRA treatment. ATRA
might be a therapeutic alternative to maintain the mesothelial integrity in dialysis
patients, since ATRA improved morphology, decreased the expression of
mesenchymal markers, decreased TGF-B1 expression, induced ciliogenesis and
improved TJ localization at the cell border. All these effects are in favor of
prolonging an adequate mesothelial function. Therefore ATRA might have a

beneficial effect on the peritoneal integrity.
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1. INTRODUCCION

1.1 Didlisis peritoneal

La dialisis peritoneal es un tratamiento de reemplazo de la funcion renal. En este
tratamiento, la membrana peritoneal funciona como un “dializador”. La dialisis
peritoneal consiste en infundir una solucion de didlisis dentro de la cavidad
abdominal, la cual se deja un tiempo de permanencia y posteriormente se drena.
Durante el tiempo de permanencia, se lleva a cabo el transporte de agua y solutos
(urea, creatinina, potasio, sodio y glucosa, entre otros) desde los capilares
peritoneales hacia el liquido de dialisis (que contiene sodio, cloro, lactato y una
alta concentracion de glucosa) a través del peritoneo estableciéndose un
equilibrio entre el plasma y el liquido de didlisis (1). Segun su forma de practicarse
la didlisis se clasifica en aguda o crénica, la dialisis peritoneal aguda se realiza en
el hospital de forma manual e intermitente, mientras que en la didlisis peritoneal

cronica se realiza con alguno de los siguientes esquemas:

1.1.1 Didlisis peritoneal ambulatoria continua (DPAC): como su nombre lo
indica, se realiza de forma ambulatoria en casa del paciente, y el abdomen
permanece lleno durante las 24 horas del dia. La DPAC es el tipo de dialisis
peritoneal mas utilizado, debido a su simplicidad. Es una técnica totalmente
manual que no requiere del uso de una maquina. El tratamiento se realiza de
forma continua efectuando cuatro cambios diarios de 1.5 a 3 L, con un tiempo de
permanencia en la cavidad peritoneal de 5 h aproximadamente durante el dia y de
9 h durante la noche (2,3).

1.1.2 Didlisis peritoneal automatizada (DPA): este tratamiento es realizado con
la ayuda de una maquina que efectta los cambios de liquido peritoneal de forma

automatica, y generalmente por la noche (2).

1.2 Mecanismo de transporte de solutos y de agua en la dialisis peritoneal

El transporte de solutos y de agua a través de la membrana peritoneal se lleva a

cabo por tres mecanismos que son: difusion, conveccion y ultrafiltracion.
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1.2.1 Difusién: es el principal mecanismo por el que la dialisis peritoneal
promueve la salida de solutos urémicos. Es un proceso espontaneo por el cual,
dos soluciones separadas por una membrana semipermeable, tienden a alcanzar
una concentracion uniforme. En la dialisis peritoneal, las dos soluciones serian, la
sangre de los capilares peritoneales y la solucion de dialisis introducida en la

cavidad peritoneal, haciendo de membrana semipermeable el propio peritoneo

().

1.2.2 Conveccion: es el arrastre pasivo de solutos a través de la membrana
peritoneal por el movimiento del agua y depende del coeficiente de permeabilidad

de cada soluto (1).

1.2.3 Ultrafiltracion: es el mecanismo por el cual la dialisis peritoneal retira agua
y ocurre como resultado del gradiente osmoético que se genera entre la
hipertonicidad de la solucion de didlisis y la hipotonicidad de la sangre capilar. El
agente osmaotico mas usado es la glucosa que se usa en soluciones al 1.5, 250
4.5 %. La ultrafiltracion es mayor al inicio del intercambio y menor conforme se
igualan las concentraciones debido a la difusion de la glucosa contenida en la

solucion de dialisis hacia la sangre (1).

1.3 Clasificacion de los pacientes en la didlisis peritoneal

La prueba de equilibrio peritoneal es una herramienta simple y confiable, que
permite determinar la velocidad con la cual, un paciente especifico transporta
solutos y agua, ya sea para remover moléculas indeseadas de la circulacion
(creatinina y urea), o para la absorcién de glucosa (componente de la solucion de
dialisis, responsable de mantener el gradiente osmético) desde la solucion de
didlisis hacia la sangre. Esta prueba permite clasificar a los pacientes en cuatro
categorias: transportador alto, promedio alto, promedio bajo y transportador bajo
4,5).

1.3.1 Transportador alto (TA): en los TA, el transporte de toxinas urémicas y de
solutos, desde el torrente sanguineo hacia la solucién de dialisis es rapido. Esto

hace que estos pacientes tengan una depuracién de solutos eficiente. Sin
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embargo, esta misma velocidad de transporte causa una rapida absorcion de la
glucosa, una pérdida temprana del gradiente osmatico y una mayor pérdida de
proteinas en el dializado, lo cual resulta en una baja ultrafiltracion, en una

sobrecarga de fluidos y en valores bajos de albumina sérica (1,5)

1.3.2 Transportador bajo (TB): en los TB, el transporte de solutos es bajo
reflejando una baja permeabilidad de la membrana, por lo tanto, la depuracion de
solutos es baja. Sin embargo, esta baja capacidad de transporte permite
mantener el gradiente osmoético por mas tiempo, lo cual resulta en una
ultrafiltracibn mas eficiente y sostenida. En estos pacientes, la pérdida de

proteinas es baja, resultando en una albumina sérica elevada (1,5).

1.3.3 Promedio alto y bajo: en estos pacientes la depuracion de solutos y la

ultrafiltracion son adecuadas.

1.4 Peritoneo

Es una membrana serosa que se divide en: peritoneo visceral y peritoneo parietal
(). El peritoneo visceral es el que recubre a los intestinos y otras visceras y el
peritoneo parietal es el que recubre las paredes de la cavidad abdominal. En el
adulto cubre una superficie de aproximadamente 2 m? (6). La membrana
peritoneal esta compuesta por una monocapa de células mesoteliales que residen
sobre una membrana basal. Subyacente a la membrana basal se encuentra el
submesotelio constituido por tejido conectivo, células (fibroblastos, células
parenquimatosas y células intersticiales), vasos sanguineos y vasos capilares
distribuidos dentro de una matriz intersticial rica en colageno, acido hialurénico y

proteoglicanos (7), figura 1.
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Matriz intersticial:

Fibroblastos/ Colageno, acido hialurénico
Celulas intersticiales y proteoglirﬁnos
\
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. ‘&T.. . . ® ¥ = Ca_}[ndadI
. . Interst|0|o . . peritonea

e _ ¢ + Mesotelio

Vasos sanguineos Células parenquimatosas |

Figura 1. Membrana peritoneal. Imagen modificada (7).

1.5 Células mesoteliales

Las células mesoteliales son células de origen mesodérmico, que se desarrollan
entre el octavo y el dieciochoavo dias de gestacion, dependiendo de la especie.
En el humano, esto ocurre alrededor del catorceavo dia (8). Las células
mesoteliales son predominantemente aplanadas, tienen una apariencia escamosa
con el citoplasma levantado en la region donde se encuentra el nucleo, el cual
puede tener una forma redonda u oval, y tienen un didmetro de 25 pm (8). Aunque
las células mesoteliales se originan del mesodermo poseen caracteristicas de
células epiteliales tales como: un dominio apical y un dominio basolateral,
descansan sobre una membrana basal y estan unidas entre si a través de
uniones intercelulares (unién estrecha, unibn comunicante, union adherente y
desmosomas)(8,9). Sobre su superficie las células mesoteliales poseen

numerosas microvellosidades que tienen como funcion proteger a la célula de la
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friccion a través de la captura de agua y exudados serosos que actuan como
lubricantes, sensar el ambiente extracelular y capturar bacterias, previniendo asi
infecciones (6,10). Ademas de las microvellosidades, las células mesoteliales
exhiben cilios sobre su superficie, los cuales son cinco veces mas grande que las
microvellosidades y estan compuestos por microtibulos que contienen a-tubulina
acetilada y a-tubulina destirosinada (11). El cilio se encarga de sensar los
cambios en la composicién del fluido seroso y puede mediar una respuesta celular
rapida gracias a su estrecha proximidad con organelos biosintéticos como el
reticulo endoplasmico rugoso y el aparato de Golgi (12). En estados agudos de
peritonitis, el cilio inicia la sintesis y la liberacion de citocinas inflamatorias, este
mecanismo de sensar y de responder es fundamental para la defensa del
mesotelio contra infecciones peritoneales (12). El cilio de las células mesoteliales
puede responder a la friccidbn causada por el flujo de fluido o por el contacto con
células de otras membranas, provocando la liberaciéon de segundos mensajeros,
esta caracteristica es critica para detectar cambios en la friccién y prevenir dafios
en la membrana peritoneal a través del ajuste en la secrecion de surfactantes
(13,14). El cilio transduce la informacion quimica y mecénica a través de vias de
sefalizacion que dependen de fosforilacion y de la liberacion de calcio citosélico,
estas sefiales estimulan la actividad biosintética de las células mesoteliales para
dar una respuesta rapida (12). Las células mesoteliales expresan filamentos
intermedios de vimentina, de desmina y de a-actina del musculo liso (a-AML),
caracteristicos de su origen mesodérmico (8,9) y también expresan filamentos
intermedios de citoqueratina -7, -8, -18 y -19, los cuales son caracteristicos de las
células epiteliales (15,16). Los filamentos intermedios son redes continuas que se
extienden desde la envoltura nuclear hacia componentes de la membrana
plasmatica llamados desmosomas y hemidesmosomas. A través de los
desmosmas los filamentos intermedios trasmiten fuerza mecénica de una célula a
otra y a través de los hemidesmosomas, los filamentos intermedios transmiten
fuerza mecanica a la matriz extracelular (17). La funcion de los filamentos
intermedios es mantener la arquitectura de la célula y de proveerle soporte
mecanico, especialmente para prevenir el estiramiento excesivo de la célula
cuando es sometida a fuerzas fisicas internas o externas, por ejemplo en las

células de la piel y del musculo liso (17) .
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1.6 Transicion epitelio-mesénquima (TEM)

Las células mesoteliales pueden experimentar la TEM, el cual es un proceso
biolégico que participa en la reparacion de los tejidos cuando hay dafio, y en
procesos patolégicos como son: la fibrosis, la invasion de células tumorales y en
la metastasis (18). La TEM es un proceso reversible y complejo, el cual requiere
de la alteracién de la arquitectura epitelial y de una reprogramacion molecular. La
TEM inicia con la disociacién de las uniones intercelulares, por lo tanto, hay una
regulacion a la baja de la expresion de las moleculas de adhesion celular como
son: claudinas, ocludina, la ZO-1, la E-cadherina y la desmoplaquina. La
interrupcion de las uniones intercelulares resulta en la pérdida de las
microvellosidades y de la polaridad apical-basolateral. Entonces, las células
adquieren una morfologia elongada, aumentan la expresion de a-AML y se
incrementa su capacidad de migrar. En la dltima etapa de la TEM, las células
adquieren la capacidad para degradar la membrana basal a través de la expresion
de metaloproteinasas (MMP) (19). La TEM se acompafa de cambios moleculares
como: la baja expresiéon de las citoqueratinas, la sobreexpresion de la vimentina,
la N-cadherina, y el factor transcripcional snail (un inhibidor de la expresion de la
E-cadherina), y un aumento en la produccion de componentes de la matriz
extracelular (19). La TEM es regulada por las citocinas, las MMP, los
componentes de la matriz extracelular, los productos finales de glicosilacion
avanzada y por los factores de crecimiento, principalmente por el factor de
crecimiento transformante B1 (FCT-$1)(18,20). EI FCT-B1 es un regulador de la
proliferacion celular, la diferenciaciéon celular, la morfogénesis, la inflamacion y de
la formacién de la matriz extracelular (21). Su principal efecto es la inhibicion de la
proliferacion celular. Este factor es producido ubicuamente por las células
normales y por las células transformadas (21). La familia del FCT-B1 esta
compuesta por cinco miembros, el FCT-p1, el FCT-p2 y el FCT-B3, los cuales se
encuentran en mamiferos, y el FCT-B4 y el FCT-B5, que se encuentran en el pollo
y en la rana africana Xenopus laevis, respectivamente (21). EI FCT-B1 es una
proteina que pesa 25 kDa y se encuentra expresada en todos los tejidos.
Normalmente este factor se sintetiza y se secreta en su forma latente, en la cual,
el FCT-B1 se encuentra unido electrostaticamente a un péptido llamado proteina

asociada a latencia. En su forma latente, el FCT-B1 es incapaz de interactuar con
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su receptor (21). La forma activa del FCT-B1 se genera cuando el FCT-p1 se
libera del péptido asociado a latencia por una ruptura proteolitica mediada por la
trombospondina, la plasmina, la catepsina D, la furina o por las glicosidasas
cuando son expuestas a un pH &cido, por ejemplo en los liquidos de didlisis (22).
En la dialisis peritoneal, la sintesis del FCT-B1 puede ser inducida por la glucosa,
por las infecciones a través de la sintesis de interleucina-1 y de otras citocinas
proinflamatorias, por el pH &cido de las soluciones de dialisis, por los productos
de degradacion de la glucosa y por los productos avanzados de glicosilacion (22).
El FCT-B1 es un agente profibrético en varios tejidos y érganos (23). ElI FCT-p1
activa varias vias de sefializacion que participan en la TEM, estas vias incluyen: la
via de las Smads, la via de la RhoA-p160ROCK, la via H-Ras/Raf/[ERK vy la via de
las proteinas cinasas activadas por mitdgenos p38 (p38MAP cinasa) (22). La
activacion de estas vias de sefalizacion resultan en: la sobreexpresion de snail
(24), la expresion de la MMP-9, la cual aumenta la produccion de componentes de
la matriz extracelular (colageno I, Il y 1V, y fibronectina) (25) y la adquisicion de
un fenotipo elongado, lo cual le permite a la célula migrar hacia el éarea

submesotelial (22).

1.7 Funcidén de las células mesoteliales

La principal funcion de las células mesoteliales es preservar la homeostasis del
peritoneo. Bajo condiciones fisiologicas, las células mesoteliales secretan
glucosaminoglicanos (acido hialurénico), proteoglicanos (decorina y perlecano) y
fosfolipidos, como fosfatidilcolina, que constituyen un glicocalix alrededor de las
células, el cual provee una barrera protectora contra la abrasion y una superficie
no adhesiva para el movimiento intracelémico (10). Las células mesoteliales
ademas, participan en la induccién y en la resolucién de la inflamacién peritoneal
a través de su habilidad para sintetizar una plétora de citocinas (interferén vy,
interleucina-1B, -6 y -15), quimiocinas (interleucina-8 y RANTES, del inglés
regulated on activation normal T cell expressed and secreted), y factores de
crecimiento (el FCT-B1, el factor de crecimiento basico de fibroblastos, el factor de
crecimiento endotelial vascular y el factor de crecimiento de hepatocitos) que son
secretados dentro de la cavidad peritoneal (10). Las células mesoteliales

sintetizan proteinas de la matriz extracelular como: colageno I, I, IV y V,
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fibronectina, laminina, acido hialurénico y proteoglicanos, que son depositadas
dentro de la lamina basal, proporcionando el soporte estructural y el
mantenimiento de la arquitectura de la membrana peritoneal. Otra funcion de las
células mesoteliales es facilitar el transporte de solutos y de fluidos a través de la
membrana peritoneal (10). El mesotelio como barrera bioldégica opone poca
resistencia al paso de moléculas, sin embargo, la presencia de abundantes sitios
anionicos y de uniones intercelulares le permiten al mesotelio actuar como una

barrera selectiva para el paso de solutos y de moléculas (6,10).

1.8 Transporte transepitelial

El transporte transepitelial ocurre a través de dos vias que son: la transcelular y la
paracelular. El transporte transcelular se da a través de la célula y depende de la
presencia de bombas, canales ionicos y acarreadores transmembranales
localizados en la membrana apical y basolateral de la célula. En tanto, que el
transporte paracelular, sucede en el espacio entre célula y célula, y esta regulado
por la union estrecha (UE)(26). La UE tiene tres funciones: la primera es actuar
como una barrera semipermeable que regula el paso de iones, de solutos, de
agua y de células a través de la ruta paracelular, la segunda es funcionar como
una cerca que divide al dominio apical y al dominio basolateral de las membranas
plasmaticas y la tercera es coordinar las vias de sefalizacion y el trafico de
moleculas que participan en la regulacion de la diferenciacion celular, en la
proliferacion celular y en la polaridad celular (27). La UE se sitla en el extremo
apical de las células (Fig. 2). La UE se puede observar en varios tipos celulares,
por ejemplo en células epiteliales, en células endoteliales, en células de Schwann,
en células de Sertoli, en los oligodendrocitos y también en células mesoteliales
(27,28).
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Dominio Microvellosidades
—

apical

Membrana
basal

Figura 2. Uniones intercelulares. (a) La UE, (b) la union adherente, (e) la union
comunicante, (c) los desmosomas y (d) los hemidesmosomas. Imagen modificada
(29).

1.9 Proteinas de la UE

La UE es un complejo multiproteico formado por proteinas transmembranales
(claudinas, ocludina, tricelulina y las moléculas de adhesion JAMs, del inglés
junctional adhesion molecules), por proteinas adaptadoras y de andamiaje (ZO-1,
-2 y -3, cingulina, MUPP1 y MAGI) que anclan a las proteinas transmembranales
con el citoesqueleto de actina (Fig. 3), y por proteinas citosdlicas (factores
transcripcionales, cinasas y fosfatasas) con funciones de sefalizacion
(15,28,30,31).
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Figura 3. Representacion esquematica de la organizacién de los componentes

de la UE. Imagen modificada (32).

1.9.1 Claudinas

Las claudinas son una familia de proteinas formadas por aproximadamente 24
miembros en el humano y en el ratén, cuyo peso molecular se encuentra entre los
20 y los 27 kDa (15,33). Las claudinas (Fig. 3) tienen cuatro dominios
transmembranales, poseen un dominio amino terminal citoplasméatico
(relativamente corto de aproximadamente 7aa), dos asas extracelulares donde la
primera asa (aproximadamente 52 aa) es mas larga que la segunda
(aproximadamente de 16 a 33 aa) y un dominio carboxilo terminal citoplasmatico.
Las dos asas extracelulares muestran variabilidad en la distribucion y en el
namero de residuos cargados. La primera asa contiene residuos cargados que
son los responsables de la selectividad idnica para el transporte a través de la via
paracelular. Todas las claudinas en su primera asa expresan dos cisteinas, las
cuales forman un puente disulfuro intramolecular que sirve para estabilizar la
conformacioén de la proteina (15). A diferencia de la primera asa, la segunda asa
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contiene residuos aromaticos e hidrofilicos, los cuales son criticos para la
interaccion con otras claudinas (28,34). Una claudina puede interaccionar con otra
claudina formando adhesiones homofilicas o heterofilicas, esta interacciéon puede
ocurrir de dos maneras, ya sea entre claudinas de la misma membrana celular
(interaccion de lado a lado) o entre claudinas de membranas celulares opuestas
(interaccion cabeza con cabeza) (15). La manera en que ocurre la interaccion de
las segundas asas entre dos claudinas aun se desconoce, sin embargo estudios
de modelaje molecular sugieren que la segunda asa se pliega en un motivo
formando asi dimeros con las claudinas de la membrana celular opuesta a través
de interacciones hidrofobicas entre los residuos aromaticos (15). La segunda asa
de algunas claudinas puede actuar como receptores patdgenos, por ejemplo la
claudina-3 y la claudina-4 son receptores de la enterotoxina Clostridium perfringes
y las claudinas-1, -6 y -9 actian como correceptores para la entrada del virus de
la hepatitis C a la célula (15,27). En su carboxilo terminal citoplasmatico las
claudinas tienen un motivo PDZ, este motivo les permite a las claudinas unirse
directamente con proteinas periféricas de membrana que contengan un dominio
PDZ como son: ZO-1, Z0O-2, ZO-3, PATJ y MUPPI (15,27,33). La interaccion de
las claudinas con proteinas citoplasmaticas de andamiaje como ZO-1, les permite
unirse indirectamente con el citoesqueleto de actina y asi estabilizar a la UE (15).
La funcién y la distribucién de las claudinas estan reguladas por la fosforilacién en
residuos de serina, treonina y tirosina localizados en el carboxilo citoplasmatico o
por modificaciones postraduccionales como la palmitoilacion, la cual es requerida
en el caso de claudina-14 para orientarla a la membrana plasmatica y aumentar
su insercién dentro de la UE (15). La fosforilacion en algunos casos aumenta la
funcién de barrera y en otros casos tiene el efecto contrario, por ejemplo en una
linea celular de cancer de ovario la fosforilacion de la claudina-3 por la proteina
cinasa A (PKA, del inglés protein kinase A) fue asociada con una disminucion de
la resistencia eléctrica transepitelial (RET), mientras que en las células
endoteliales de la barrera hematoencefalica, la fosforilacion de la claudina-5 por la
PKA aumenta la RET. Otras cinasas que fosforilan a las claudinas son: la PKC,
las cinasas de serina/treonina WNK1 y WNK4 (WNK, del inglés with no lysine K),
las proteinas cinasas activadas por mitogenos (MAPK del inglés Mitogen-
activated protein kinases), la Rho cinasa y la EphA2 cinasa (15,27).
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1.9.2 Ocludina

La ocludina es el primer componente de la UE que fue identificado, es una
proteina de aproximadamente 65 kDa, tiene cuatro dominios transmembranales,
dos asas extracelulares, y un carboxilo (muy largo) y un amino terminal
citoplasmaticos (Fig. 3). La primera asa extracelular es rica en residuos de tirosina
y de glicina, los cuales constituyen cerca del 60 % del total de los aa, y contiene
muy pocos aminoacidos cargados (27,33,35). Las asas extracelulares de la
ocludina interactian con las asas de otra ocludina localizada en la célula
adyacente para formar la UE (35). EI dominio carboxilo terminal citoplasméatico de
la ocludina interactia con ZO-1, ZO-2 y ZO3, esta interaccion es requerida para
el ensamblaje de la ocludina dentro de la UE (33,35). En adicion, la unién del
carboxilo terminal con ZO-1, le permite a la ocludina interactuar indirectamente
con el citoesqueleto de actina (27). En el dominio carboxilo terminal se encuentran
multiples residuos de serina y treonina, estos residuos al ser fosforilados
concentran a la ocludina dentro de la UE y viceversa, cuando son desfosforilados
la ocludina se desensambla de la UE (33). La desfosforilacion de los residuos de
serina y treonina ocurre durante la ruptura de la UE, la cual puede ser inducida
por diversos factores como una baja concentraciéon de calcio en el medio de
cultivo (36). La fosforilacion de la ocludina en los residuos de serina y treonina es
dindmicamente regulada por la proteina cinasa atipica C (PKC), principalmente
por las isoformas PKCC y PKCAMI, y por las fosfatasas PP2A y PP1 (35). La
ocludina ademas posee residuos de tirosina, aunque en bajos niveles, los cuales
a diferencia de los residuos de serina y treonina, sufren fosforilacién durante la
ruptura de la UE (36). Hasta el momento no se conoce mucho sobre las cinasas
de tirosina que participan en la fosforilacion de la ocludina, sin embargo se ha
sugerido que la proteina cinasa c-Src puede jugar un papel importante, ya que al
tratar monocapas de células de cancer de colon (Caco-2) con peroxido de
hidrogeno (un agente que causa ruptura de la UE por estrés oxidativo) se
presenta una activacion rapida de la cinasa c-Src y el uso de inhibidores de la
cinasa c-Src atenuan el dafio en la UE inducido por el peréxido de hidrégeno (37).
El papel de la fosforilacion de los residuos de tirosina de la ocludina en la ruptura
de la UE no es muy claro, pero se sugiere que la fosforilacion de los residuos de
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tirosina atenta la interaccion entre la ocludina y ZO-1 dentro de la UE,

conduciendo a la ruptura de la UE (35).

1.9.3 Z0-1, Z0-2 y ZO-3

Las proteinas ZO-1, ZO-2 y ZO-3 son proteinas citoplasmaticas (Fig. 3) que
interactian directamente con proteinas transmembranales como las claudinas, la
ocludina, la tricelulina y las JAMs (especificamente con JAM-A)(33). Todas las
proteinas de la ZO pertenecen a la familia de las proteinas cinasas asociadas a la
membrana (MAGUK, del inglés membrane-associated guanylate kinase) y poseen
tres dominios PDZ, un dominio SH3 y un dominio guanilato cinasa (GUK) en su
amino terminal (33). El primer dominio PDZ sirve para que las proteinas ZO-1,
Z0-2 y Z0O-3 se unan con el carboxilo terminal de las claudinas. Ademas de
interaccionar con las claudinas, la proteina ZO-1 puede interactuar con la ocludina
y con la JAM-A, y también con proteinas citoplasméticas como cingulina y
ZONAB. En adicion, las proteinas ZO-1, ZO-2 y ZO-3 también interaccionan con
los filamentos de actina citoplasmaticos (33). De entre las proteinas de la UE, las
claudinas y las proteinas ZO-1 y ZO-2, son las que estan directamente

involucradas en la formacion de la UE en las células epiteliales.

En las CMPH, las proteinas de la UE que han sido identificadas son: la claudina-
1, la ocludina y la ZO-1 (38-40). En este trabajo se estudié por primera vez, la

expresion de las claudinas -2 y-8, en estas células.

1.9.4 Claudina-2

La claudina-2 es tipicamente expresada en epitelios muy permeables o “de fuga”
como el tubulo proximal de rifidn, las criptas intestinales y el plexo coroideo (41-
43). La claudina-2 forma un canal paracelular selectivo para cationes pequefios y
es casi impermeable para aniones, aun siendo de tamafio pequefio, y para
solutos no cargados de cualquier tamafio (44). La claudina-2 puede convertir una
UE impermeable en una UE muy permeable, por ejemplo la expresién de

claudina-2 en monocapas de células Madin Darby canine Kidney-C7 (MDCK-C7)
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células representativas de un epitelio impermeable, que carecen de claudina-2,
produce un aumento en la permeabilidad paracelular de cationes (45). Es
importante mencionar que aunque la claudina-2 es considerada una claudina
exclusiva de epitelios donde la UE es muy permeable, también existen casos
como en las células de cancer de colon (Caco-2) donde la UE es muy permeable
pero carece de la claudina-2 (46). Las células Caco-2 expresan ocludina
abundantemente y las claudinas -1 y -3, aunque en menor proporcion, siendo la
claudina-1 la proteina menos abundante (46). En este caso, la baja permeabilidad
de la UE de las células Caco-2, se debe a la baja expresion de las claudinas que
hacen la UE mas apretada, como es el caso de la claudina-1. Se ha reportado
gue las monocapas de las CMPH tienen una RET muy baja (de 20 a 32 Qecm?)
(39,40,47), a pesar de expresar la claudina-1, lo cual sugiere que la baja RET
puede deberse a la presencia de claudinas, como la claudina-2, que hacen la UE
mas permeable. Por lo tanto, en este trabajo se estudi6 la expresion y la

distribucion de la claudina-2 en las CMPH.

1.9.5 Claudina 8

La claudina-8 se encuentra expresada en el intestino delgado y en el grueso, en la
préostata y en la nefrona (46,48,49). En la nefrona, la claudina-8 se expresa en el
tubulo distal que es un segmento con baja permeabilidad a cationes
monovalentes. Consistente con esto, se ha reportado que la induccion en la
expresion de la claudina-8 en las células MDCK Il (altamente selectivas a
cationes) disminuye la permeabilidad a cationes monovalentes (Na*, H* y K*) y a
cationes divalentes (Ca?* y Mg?*), sin modificar la permeabilidad a aniones o
solutos neutros (46,50). El cambio en la permeabilidad a cationes inducido por la
claudina-8 en las células MDCK I, resulta del reemplazamiento de la claudina-2
(que forma canales permeables a cationes), que es expresada endégenamente
por las células MDCK I, por la claudina-8 (que forma barrera contra cationes), la
cual se inserta dentro de la UE ocupando el sitio donde se encontraba la claudina-
2 (49). En adicién, la expresion de la claudina-8 produce una disminucion en la
expresion del gen de la claudina-2 (49), aunque el mecanismo se desconoce aun.
Ademas de funcionar como una barrera para cationes, la claudina-8 modula la

permeabilidad paracelular para los iones acidos y los basicos. Angelow y col.,
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(2006) utilizando las células MDCK 1l, que son altamente permeables a los
protones, el amonio y el bicarbonato, demostraron que la expresion de la
claudina-8 en estas células reduce la permeabilidad a estos iones &acidos y
béasicos (51). El balance acido-base del rifion implica dos pasos; el primero es la
reabsorcion del bicarbonato filtrado en el tabulo proximal y en el asa de Henle, y
el segundo paso es la secrecion de protones y de amonio en el tabulo colector
(51). Estos procesos de transporte transcelular generan grandes gradientes de
concentracion transtubular, que se mantienen gracias a la baja permeabilidad del
tdbulo colector (51). La claudina-8 también es expresada por el tubulo colector
(52). Considerando los hallazgos de Angelow y col., (2006), es probable que la
claudina-8 esté participando o se encargue de mantener los gradientes de
concentracion en el tubulo colector a través de evitar la fuga de iones, pero aun
no hay evidencia que lo corrobore. Lo que si se ha demostrado es que en el
tubulo colector, la claudina-8 es necesaria para el reclutamiento de la claudina-4
dentro de la UE (53). La claudina-4 forma un canal paracelular de CI', para la
reabsorcion de CI- en el tubulo colector (53). La claudina-4 interacciona con la
claudina-8, esta interaccion es importante para la funcién de la claudina-4, ya que
la inhibicion de la expresion de la claudina-8 en el tubulo colector, resulta en la
perdida de la conductancia paracelular de Cl- debido a que la claudina-4 no se
encuentra en la UE (53). En general, los estudios realizados sobre la claudina-8
indican que esta proteina tiene el prototipo de una claudina formadora de barrera.
Hasta el momento, la claudina-1 ha sido la Unica claudina explorada en el
mesotelio. La claudina-1 forma una barrera para iones y se encuentra presente en
epitelios poco permeables como el tabulo colector, y ausente en epitelios muy
permeables como el tubulo proximal (54). Sin embargo, la presencia de la
claudina-1 en el mesotelio, que es muy permeable, indica que su expresion no es
exclusiva de epitelios de alta resistencia. Con el fin de conocer mas sobre el perfil
de las claudinas expresadas en el mesotelio, se explor6 la expresion de claudina-

8, que al igual que la claudina-1 es una proteina formadora de barrera.
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2. ANTECEDENTES

2.1 Efectos de la didlisis peritoneal en las CMPH

El reto mas importante en la dialisis peritoneal es la preservacion de la integridad
del peritoneo. El principal problema durante la dialisis peritoneal a largo plazo es
la pérdida progresiva de la eficacia en la didlisis y ha sido atribuido a la directa y
continua exposicion del peritoneo a los liquidos de dialisis. Los liquidos de dialisis
contienen glucosa como agente osmatico, tienen un pH que sirve para prevenir la
caramelizacién de la glucosa durante el proceso de esterilizacion por calor,
tienen productos de la degradacion de la glucosa que se generan durante el
proceso de esterilizacion y contiene lactato para prevenir la acidosis metabdlica.
Todos estos elementos causan dafio morfoldgico a las células mesoteliales del
peritoneo humano (CMPH) (55). El primer sitio de dafo de las CMPH son las
microvellosidades, las cuales sufren un acortamiento a los 20 dias después de
iniciada la dialisis peritoneal, seguido de una reduccién en su namero a los 10
meses, hasta su total desaparicion a los 15 meses y finalmente después de varios
meses en didlisis (1 a 2 afios) las células mesoteliales se desprenden de la
membrana basal (56). Ademas, se ha demostrado en estudios in vivo y ex vivo
gue las CMPH experimentan el proceso de TEM cuando son sometidas a dialisis
peritoneal (57). Tan pronto es iniciada la dialisis peritoneal, las CMPH
experimentan la transicion de un fenotipo epitelial a un fenotipo mesenquimal con
la pérdida progresiva de la morfologia epitelial y una disminucién en la expresion
de la citoqueratina y de la E-cadherina, esta ultima a través de la induccion del
factor transcripcional snail (57). Cuando se cultivan las CMPH obtenidas del
efluente de pacientes en dialisis se pueden observar varias morfologias que van
desde una morfologia de empedrado a una morfologia fibroblastica o mezcla de
poblaciones (6,57,58). La prevalencia de CMPH con una morfologia fibroblastica
en los cultivos del efluente parece estar relacionada con el tiempo en dialisis
peritoneal de cada paciente y también con la incidencia de hemorragias
peritoneales o de peritonitis (57). Cuando hay una hemorragia o infiltrado linfoide
en el efluente de dialisis, las células mesoteliales adquieren esporadicamente una
morfologia fibroblastica, la cual desaparece o se revierte parcialmente después de

gue la hemorragia o el episodio de peritonitis ha sido resuelto (57). Por otra parte,
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en biopsias del peritoneo de pacientes con mas de 9 meses en dialisis peritoneal,
se ha observado que las CMPH pierden sus caracteristicas epiteliales y que en
pacientes con 77 meses en dialisis peritoneal, la monocapa de células ha
desaparecido (57). El proceso de TEM en las CMPH es inducido principalmente
por el FCT-B1(55). EI FCT-B1 ha sido detectado en el efluente de didlisis y se ha
reportado que las altas concentraciones de glucosa contenidas en el liquido de
dialisis aumentan la expresiéon del gen del FCT-B1 en las CMPH (59,60).
Ocasionalmente, en los cultivos de CMPH del efluente, también se puede
observar la presencia de células hipertroficas, las cuales pueden estar solas o
acompafnadas de células mesoteliales o de tamafio normal (6,58). Ksiazek y col.,
(2007) mostraron que las CMPH expuestas a altas concentraciones de glucosa
presentan hipertrofia y un aumento en la liberacion de fibronectina y del FCT-
B1(61). La hipertrofia inducida por la alta concentracion de glucosa en las CMPH
es mediada en parte por el FCT-B1, ya que el uso de un anticuerpo anti-FCT-31
bloqguea parcialmente los efectos de la glucosa (61). Ademas de inducir
hipertrofia, la alta glucosa causa dafio a las uniones intercelulares (la claudina-1,
la ocludina, la ZO-1, la E-cadherina y la B-catenina) de las CMPH, resultando en
un aumento en la permeabilidad de la monocapa (38,62-64). Se ha reportado que
el FCT-B1 causa desorganizacién de las uniones intercelulares en varios tipos
celulares incluyendo las CMPH (64-66). En adicion al FCT-B1, el estrés oxidativo
es otro factor que causa dafio en las uniones intercelulares. La mayoria de las
especies reactivas (aproximadamente el 90 %) se originan de la cadena
respiratoria mitocondrial, especialmente del complejo Il (63). Las soluciones de
dialisis inhiben la actividad del complejo Il de la cadena respiratoria mitocondrial,
lo cual resulta en un aumento en la generacion de las especies reactivas de
oxigeno en las CMPH (63). Las especies reactivas de oxigeno deslocalizan a las
proteinas de la UE (la claudina-1 y la ocludina) de las CMPH, causando un
aumento en la permeabilidad de la monocapa (39,40). El dafio en las uniones
intercelulares y las alteraciones morfolégicas inducidos por los liquidos de dialisis
son considerados la principal causa de hiperpermeabilidad peritoneal. El FCT-B1y
el estrés oxidativo juegan un papel importante en la induccién de estas
alteraciones, por lo tanto el uso de agentes que inhiban la actividad del FCT-B1y
de antioxidantes podrian revertir 0 retrasar el dafio causado por los liquidos de
dialisis.
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2.2 Vitamina A (retinol)

La vitamina A, es una vitamina liposoluble que se conoce también como retinol, ya
que genera los pigmentos necesarios para el funcionamiento de la retina. El
retinol es esencial para la formacion y el mantenimiento de los tejidos del cuerpo
tales como la piel, los huesos y la vasculatura, y para el desarrollo de una buena
vision y para el funcionamiento del sistema inmunoldgico (67). Ademas, el retinol
tiene un papel importante en reproduccion y en el crecimiento y desarrollo
embrionario (67). El retinol tiene seis isoformas: la todo trans, la 11-cis, la 13-cis,
la 9, 13-di-cis, la 9-cisy la 11,13-di-cis, siendo la isoforma todo trans, la isoforma
mas predominante fisiolégicamente (67). El retinol es convertido a compuestos
mas activos como el acido retinoico, a través del cual ejerce sus multiples efectos
en el desarrollo embrionario y en la organogénesis, en la homeostasis de los
tejidos, en la proliferacion y en la diferenciacion celular, y en la apoptosis (67,68).
La deficiencia de retinol produce ceguera y enfermedades infecciosas, mientras
gue una deficiencia menos severa de retinol retarda el crecimiento e intensifica la
anemia por deficiencia de hierro (69). Inversamente, un exceso de retinol en la
dieta o hipervitaminosis A puede producir intoxicacion en el higado, en el sistema
nervioso central, en el sistema musculo-esquelético, en los 6rganos internos y en
la piel (68,70). La hipervitaminosis A también puede producir una reduccion de la
densidad mineral ésea, por lo tanto aumentar, el riesgo de fracturas (71), y de

malformaciones durante el desarrollo embrionario (70).

2.3 Metabolismo de los retinoides

Los retinoides en la mayoria de los animales se obtienen de la dieta, ya que estos
compuestos no son sintetizados de novo. Las plantas y animales cortan los
carotenoides para formar a los retinoides. Los carotenoides son los responsables
de darle el color amarillo, rojo, anaranjado o morado a los vegetales, las frutas y
las flores. Los carotenoides son absorbidos y almacenados en los tejidos de los
animales. Hasta el momento, 600 carotenoides han sido identificados y solo un 10
% son precursores del retinol, siendo el B-caroteno el mas potente. Los animales
pueden obtener el retinol al comer el tejido de animales que ya convirtieron a los

carotenoides en retinoides (67). El retinol se obtiene del higado de pescado, de
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los huevos, de la leche, la mantequilla y las plantas, y se ingiere de la dieta en la
forma de ésteres (el palmitato de retinol, el oleato de retinol y el estearato de
retinol), siendo el mas abundante el palmitato de retinol (67). En la luz intestinal,
los ésteres del retinol son hidrolizados a retinol por la enzima retinol-éster
hidrolasa y posteriormente el retinol libre es absorbido por los enterocitos. En los
enterocitos, el retinol es unido a la proteina fijadora de retinol celular tipo I
(CRBP-II, del inglés celular retinol binding protein Il) para ser esterificado por la
enzima lecitina-retinol aciltransferasa. La funcion de la CRBP-Il es solubilizar al
retinol y protegerlo de la degradacion, asi como dirigirlo a la lecitina-retinol
aciltransferasa para su conversion a palmitato y otros ésteres del retinol (67).
Posteriormente, los retinoides son secretados a la linfa como quilomicrones o
como retinol no esterificado. Los quilomicrones estan constituidos por agregados
de triacilglicerol que se encuentran empacados junto con los carotenoides, los
ésteres del retinol, los ésteres del colesterol, con pequefias cantidades de retinol y
algunas apolipoproteinas (68). Los quilomicrones entran a la circulacién general,
donde son reducidos a quilomicrones remanentes. Posteriormente, los
quilomicrones remanentes transportan a los ésteres del retinol hacia los tejidos o
a los hepatocitos para su almacenamiento. EI 75 % de los quilomicrones
remanentes son tomados por los hepatocitos, mientras que una gran cantidad de
retinol no esterificado es llevado a las células hepaticas estelares (67).

2.3.1 Metabolismo hepatico de los retinoides

En el higado, los ésteres del retinol son hidrolizados a retinol, el cual
posteriormente se une a la proteina fijadora del retinol (RBP del inglés retinol
binding protein), la cual lo protege de ser metabolizado. Los niveles de retinol-
RBP estan estrictamente regulados y se mantienen en un estado estable de 2 uM
a pesar de las fluctuaciones en el consumo diario de vitamina A. Posteriormente,
el complejo retinol-RBP es secretado dentro del plasma para ser llevado al tejido
blanco. La mayoria del complejo retinol-RBP esta asociado con la transtiretina,
una proteina sérica, que previene su eliminacion por el rifion. En el torrente
circulatorio este complejo representa el 90-95 % del retinol presente en la
circulacion y de esta forma es transportado a los 6rganos blanco, entre ellos el

0jo, la piel, el tejido adiposo, el rifidn, los testiculos, la medula ésea y el pulmén
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(67,68,72). Cuando hay suficiente vitamina A, los ésteres del retinol que se
encuentran en los quilomicrones son convertidos a retinol para después ser
almacenados en el higado. En los vertebrados cerca del 80 % del retinol y de los
ésteres de retinol totales estan almacenados en el higado, aunque algunos
ésteres del retinol también son almacenados en las células intersticiales y en
organos como los pulmones, los rifiones y en el intestino. Los almacenamientos
extra-hepaticos son importantes para el suplemento de retinol a tejidos con alta
demanda de retinoides (67). Ademas del retinol y de los ésteres del retinol, otros
retinoides se encuentran presentes en el plasma a una concentracion de 5-10 nM.
Estos retinoides incluyen al acido todo trans retinoico, al acido 13-cis retinoico, al
acido 13-cis-4-oxo retinoico, al acido 4-oxo-retinoico y el retinol todo trans [-
glucurénido. Todos estos retinoides, a excepcion del retinol todo trans -
glucurdnido, son transportados en el plasma, unidos a la albamina y sus niveles
plasmaticos fluctan con el consumo de vitamina A. Después de la ingesta de
vitamina A, los niveles plasméticos de estos retinoide pueden aumentar de 2 a 4
veces (67,68).

2.3.2 Retinoides y el tejido blanco

Una vez que el complejo retinol-RBP-transtiretina llega al tejido blanco, se une al
receptor RBP presente en la membrana plasmatica de la célula. De esta manera,
la célula toma el retinol que se encuentra unido a la RBP. Dentro de la célula, el
retinol se une a la CRBP-I o0 sirve como sustrato para varias enzimas citosolicas y
microsomales llamadas retinol deshidrogenasas (RDH) que oxidan al retinol a
retinaldehido (también llamado retinal). Seguido de la oxidacion del retinol a
retinaldehido por la RDH, el siguiente paso es la oxidacion irreversible del
retinaldehido a acido retinoico. Esta reaccion es realizada por la enzima
retinaldehido deshidrogenasa (RADH) (67). Una vez sintetizado, el acido retinoico
se une a la proteina fijadora de acido retinoico tipo | y Il (CRABP-I y -II, del inglés
celular retinoica cid binding protein) y entonces puede entrar al nicleo para activar
la transcripcion (autocrina) o puede ser transportado a otra célula (paracrina) (67).
El 4cido todo trans retinoico (ATTR) tiene mas afinidad por la CRABP-I que por la
CRABP-II, y ambas proteinas tienen mas afinidad por el ATTR que por el acido-9-

cis-retinoico. Se ha sugerido que la CRABP-II actia como un facilitador para la
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captacion y el metabolismo del acido retinoico, y también como un co-regulador
de su via de sefalizacion. En la ausencia de ligando, CRABP-II se encuentra en
el citosol y en presencia de &cido retinoico rapidamente se transloca al ndcleo,
donde el complejo CRABP-II-4cido retinoico se asocia con los receptores para
retinoides, y media la transferencia del ligando a su receptor (67). El acido
retinoico se metaboliza a productos inactivos como: el acido-4-oxo-retinoico, el
acido-4-hidroxi-retinoico, el &cido-18-hidroxi-retinoico y el &cido 5,8-epoxi-
retinoico, por medio de dos citocromos P450 (CYP26Al1 y el CYP26B1) y

finalmente se excreta (67,68).

2.4 Via de sefalizaciéon del acido retinoico

Los efectos de los retinoides son mediados por dos familias de receptores
nucleares, los receptores para acido retinoico (RAR) y los receptores para
retinoides X (RXR). Cada familia consiste de tres isoformas (la a, la B y la y) que
son codificadas por diferentes genes. Los RAR son activados por el acido todo
trans retinoico (ATTR) y por el acido-9-cis-retinoico, mientras que los RXR son
activados solamente por el &cido-9-cis-retinoico (73). La activacion transcripcional
depende de la formacion del heterodimero RAR/RXR, el cual reconoce una
secuencia, en el ADN, llamada elementos de respuesta para el acido retinoico
(RARE del inglés Retinoica acid response elements). Estos RARE se encuentran
localizados en la regién promotora de un gran nimero de genes (que son blancos
para los retinoides) implicados en una gran variedad de funciones (74). Entre
estos genes se encuentran: el gen del RARaq, el gen del CYP26, el gen de la
CRBP I, el gen de la CRABP II, el gen de la alcohol deshidrogenasa, el gen del
transportador de acidos biliares (NTCP), el gen del factor nuclear de hepatocitos y
varios genes hox, que son genes implicados en la regulacion del desarrollo
(morfogénesis)(67,74). EI complejo ATTR-RAR/RXR también puede regular la
expresion de genes independientemente de un RARE, a través de regular la
transactivacion de otros factores de transcripcion. Por ejemplo, los retinoides
exhiben actividades anti-apoptéticas y anti-inflamatorias relacionadas con la
transrepresion de la proteina activadora 1 (AP1) y del factor nuclear kappa-beta

(NF-kB), respectivamente (67). La transrepresion es un proceso en el que una
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proteina reprime o inhibe la actividad de una segunda proteina mediante la
interaccion proteina-proteina. Ademas de los RAR y de los RXR, el efecto de los
retinoides puede ser mediado por otros receptores, por ejemplo el acido retinoico
es ligando del receptor nuclear activado por el proliferador de peroxisomas {3/
(PPAR del inglés, peroxisome proliferator-activated receptor [/56). El acido
retinoico es llevado hacia el PPAR (/6 a través de la proteina fijadora de acidos
grasos (FABP5 del inglés fatty acid binding proteins), asi como la CRBP-II lleva al
acido retinoico hacia el RAR. Debido a que la afinidad del &cido retinoico por la
CRBP-II es mas alta que por la FABP5, en la mayoria de las células, la via clasica
del RAR es la que se esta predominantemente activa. Sin embargo, en las células
con un valor de FABP5/CRBP-II alto, la via del PPAR B/d es la que se activa,
aboliendo la regulacion de los genes mediada por el RAR. A través de la via del
PPAR B/9, el acido retinoico estimula el crecimiento celular y tiene un efecto anti-
apoptaotico, y por medio de la via del RAR, el acido retinoico inhibe el crecimiento

celular.

2.4.1 Vias de sefializacion no gendmicas de los retinoides

Las vias de sefalizacion no gendmicas de los retinoides, son aquellas vias que no
dependen de la transcripcion de genes mediada por el heterodimero RAR/RXR o
gue pueden ocurrir en ausencia de los receptores para retinoides (67,68). Un
ejemplo del primer caso es el efecto del acido retinoico en la regulacién de la
plasticidad sindptica en las neuronas, un proceso que requiere del RARa
localizado en las dendritas y que es independiente de la transcripcion. En
ausencia del acido retinoico, el RARa es activamente exportado desde el nucleo
y una vez en el citoplasma, se asocia con el ARNm de algunas proteinas, como el
receptor de glutamato 1, reprimiendo su traduccidn. En contraste, en presencia
del acido retinoico, el acido retinoico se une al RARaq, causando una disminucion
de la asociacion entre el RARa y el ARNm, lo cual permite la traduccion del
ARNm (67). También se ha demostrado que el &cido retinoico activa vias de
sefalizacion como la via de la fosfatidilinositol-3 cinasa (75) y la via p38 de las
MAP cinasas (76) a través de los RARa, sin requerir de la transcripcion génica.
Los efectos no gendémicos del acido retinoico también ocurren en ausencia de los

receptores a retinoides, por ejemplo el ATTR disminuye la actividad de la de la
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proteina cinasa C (PKC del inglés protein kinase C), una proteina que regula
funciones celulares como la proliferacion y diferenciacion celular, la tumorigénesis
y la apoptosis, a través de su unién directa con el dominio regulador de esta

proteina (68).

2.5 Acido todo trans retinoico (ATTR)

2.5.1 Estructura molecular

El ATTR tienen una masa molar de 300.4 g/mol, su molécula consiste de tres
secciones principales: una region lipofilica en uno de los extremos, por una
cadena poliinsaturada que actlia como un espaciador y por un grupo hidrofilico al
otro extremo de la molécula (Fig. 4)(77). Se le denomina todo trans, por la

disposicion trans de sus dobles enlaces.

Grupo
hidrofilico

Grupo
lipofilico

Espaciador

Figura 4. Subunidades estructurales de la molécula de ATTR. Imagen modificada
(78).

2.5.2 El ATTR como un agente protector de las CMPH

El ATTR juega un papel importante en la diferenciacion de las células epiteliales
(79) y de las ceélulas mesoteliales (16). Con respecto a estas ultimas, se ha
observado que las células mesoteliales adquieren una morfologia semejante a la
de los fibroblastos, cuando son crecidas en un medio de cultivo libre de acido

retinoico, mientras que la restitucion del acido retinoico en el medio de cultivo
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favorece la adquisicion de un fenotipo epitelial (16). Ademas de actuar como un
inductor de la diferenciacion celular, al ATTR también se le han atribuido
propiedades antioxidantes, por ejemplo en un modelo de dafio renal agudo en
rata inducido por el dicromato de potasio en donde se presenta un aumento en la
lipoperoxidacién del tejido renal, el pretratamiento con ATTR disminuy6 la
lipoperoxidaciéon (80). En adicion, el ATTR también disminuyo, el aumento en la
presencia de células epiteliales vivas y muertas, en el sedimento urinario, inducido
por el dicromato de potasio (80). Estos hallazgos sugieren que el ATTR ejerce
doble efecto protector contra el dafio renal. El primero, es que el ATTR actua
como un antioxidante y previene el dafio inducido por el estrés oxidativo, a través
de la disminucion en la lipoperoxidacion y en el nimero de células necroticas.
Apoyando lo dltimo, Kitamura y col., (2002) reportaron que el ATTR inhibe la
apoptosis inducida por el peroxido de hidrogeno en células mesangiales, por
medio de la supresion de la expresion de c-fos/c-jun y de c-jun N-terminal cinasa
(81). El segundo, es que la disminucién en el numero de células vivas en la orina
inducida por el ATTR, sugiere un efecto protector del ATTR sobre los mecanismos
relacionados con la union célula-célula y con la union célula-membrana basal.
Con respecto a esto, se ha reportado que el ATTR induce la expresion de la
laminina, una proteina que esté relacionada con la adhesion de las células a la
membrana basal, y también induce la expresién de las proteinas de la UE en
varios tipos celulares (79,82,83), lo que indica que el ATTR tiene un papel
importante en la expresion de proteinas que mantienen la integridad epitelial. El
ATTR también se ha utilizado para el tratamiento de en enfermedades renales
como la glomerulonefritis. Esta enfermedad se caracteriza por una acumulacién
de los componentes de la matriz extracelular, el cual se relaciona con un aumento
en la expresion del FCT-B1 (84). EI FCT-Bf1 es una citocina fibrogénica que
estimula la transcripcion de genes de la matriz extracelular, en células renales
(85,86). En un modelo de glomerulonefritis experimental, se reportdé que el ATTR
atenua los dafios glomerulares al reducir la expresion del FCT-1 y de su receptor
(84). Sumado a esto, Delgadillo y col., (2012) demostraron que el ATTR
disminuye la sobreexpresion glomerular del FCT-B1, en un modelo de ratas
uninefrectomizadas (87). Los antecedentes mencionados sugieren que el ATTR
podria ser un agente, que ayude a atenuar el dafio en las CMPH causado por los
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liquidos de dialisis, a través de reducir el estrés oxidativo, la expresion del FCT-f31

y/o de inducir la expresion de proteinas de la UE.
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3. JUSTIFICACION

m Los factores que determinan el transporte peritoneal de un paciente dado
son diversos y poco estudiados. Las células mesoteliales constituyen la
mayor area de superficie a través de la cual ocurre el transporte de solutos
y de agua durante la didlisis. Hasta el momento, se desconocen las
caracteristicas morfologicas y funcionales de las células mesoteliales de

los pacientes con TB o TA.

m El ATTR tiene propiedades anti-oxidantes, anti-fibréticas y juega un papel
importante en la formacion de uniones estrechas y en la adquisicién de una
morfologia epitelial. Por lo tanto, el ATTR puede ser un farmaco que atente
el dafio peritoneal, a través de corregir las alteraciones morfologicas y
funcionales de las células mesoteliales de pacientes con TB o TA,
provocadas por las soluciones de dialisis.
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4. HIPOTESIS

m El ATTR revertira el dafio causado por el liquido de dialisis en la morfologia
y en la funcion de las proteinas de la UE, de células mesoteliales del

peritoneo humano provenientes de pacientes con TB o TA.

5. OBJETIVOS
5.1 Objetivos generales
m Estudiar la morfologia y la funcion de las proteinas de la UE, en cultivos
primarios de células mesoteliales del peritoneo humano de pacientes en
dialisis peritoneal ambulatoria continua (DPAC), con TB o TA.
m Evaluar el efecto del ATTR en la morfologia y en la funcién de las

proteinas de la UE, en cultivos primarios de células mesoteliales del

peritoneo humano de pacientes en DPAC, con TB o TA.
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5.2 Objetivos particulares

Estudiar en los cultivos primarios de células mesoteliales de pacientes en DPAC,
con TB o TA:

m La morfologia de las células, del cilio y de las microvellosidades en
presencia de ATTR (50, 100 o 200 nM), por microscopia electronica de
barrido.

m La expresion y distribucion de la citoqueratina-18 (marcador epitelial), la
vimentina y el a-AML (marcadores mesenquimales) en presencia de ATTR
(50 y 100 nM), por inmunofluorescencia y Western blot.

m La expresion del FCT-B1 en presencia de ATTR (50 y 100 nM), por
Western blot.

m La distribucién y la expresion de las claudinas-1, -2 y -8, la ocludina y la
Z0-1 en presencia de ATTR (50 y 100 nM), por inmunofluorescencia y por
Western blot.

m La distribucién y expresiéon de las proteinas de la UE en presencia de

ATTR (50 y 100 nM), por inmunofluorescencia y por Western blot.

m La permeabilidad de las proteinas de la UE en presencia de ATTR (50 y
100 nM), a través de la medicion de la resistencia eléctrica transepitelial y

por la permeabilidad a Dextran-FITC anionico de 10y 70 kDa.
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6. MATERIAL Y METODOS

6.1 Material biolégico

Se trabajé con cultivos primarios de células mesoteliales del peritoneo obtenidas
de biopsias de peritoneo de 12 mujeres de 38.4 £ 2.0 afios (en un intervalo de 23
a 48 afios), no urémicas, a las que se les practicé una cirugia abdominal. Las
biopsias del peritoneo fueron proporcionadas por el Departamento de Ginecologia
y Obstetricia del Centro Médico Nacional la Raza, del Instituto Mexicano del

Seguro Social (IMSS), por consentimiento informado.

Las células derivadas del efluente de didlisis se obtuvieron de 24 pacientes en
dialisis peritoneal ambulatoria continua, incluyendo 15 transportadores bajo y 9
transportadores alto, dializados con soluciones al 1.5 6 2.5 % de glucosa.
Pacientes diabéticos 6 pacientes que hubieran presentado peritonitis dentro de los
seis mese previos al estudio fueron excluidos. Las caracteristicas clinicas de los
pacientes se muestran en la tabla 1. Los liquidos de dialisis fueron
proporcionados por el Hospital Regional Ignacio Zaragoza del Instituto de
Seguridad y Servicios Sociales de los Trabajadores del Estado, el Hospital
General la Raza, el Hospital Juarez de México y el Hospital Regional No.1 del

IMSS, por consentimiento informado.

6.2 Reactivos

El 4cido todo trans retinoico (No. de catdlogo R-2625) se obtuvo en Sigma Aldrich
(St. Louis, MO). Los medios y reactivos para la preparacion de los medios de
cultivo se obtuvieron en GIBCO Invitrogen incorporation (Grand Island, NY, USA).

Todos los demas reactivos se obtuvieron en Sigma Chemical (St. Louis, MO).

6.3 Anticuerpos

Se utilizaron anticuerpos anti-claudina-1 (No. de catalogo 51-9000), anti-claudina-
2 (No. de catalogo 51-6100), anti-ocludina (No. de catalogo 71-1500), anti-ZO-1
(No. de catalogo 61-7300), anti-a-tubulina acetilada (No. de catalogo 32-2700),

anti-citoqueratina-18 (No. de catalogo 18-0213) y anti-vimentina (No. de catalogo
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18-0052) los cuales se obtuvieron en Zymed (South San Francisco, CA). El
anticuerpo anti-claudina-8 (No. de catalogo 40-0700Z) se compro a Invitrogen. El
anticuerpo anti-FCT-B1 (No. catalogo T 0438) se adquiri6 en Sigma Aldrich (St.
Louis, MO) y el anti cuerpo anti-a-AML (No. de catdlogo BCL171) se obtuvo de
Merck Millipore (CA). Los anticuerpos secundarios alexa fluo 488 burro anti-
conejo (No. catalogo A-21202), alexa fluo 594 conejo anti-ratén (No. de catalogo
A-11062), alexa fluo cabra anti-ratén (No. de catadlogo A-11001) y ToPro-3 iodide
(No. de catdlogo T360) se compraron a Invitrogen. El HRP anti-raton se compré a
Pierce Biotechnology Inc. (USA) y el HRP anti-conejo se adquirio en Zymed (CA).
El anticuerpo anti-actina monoclonal de ratén fue gentilmente donado por el Dr.
José Manuel Hernandez del departamento de Biologia Celular del CINVESTAV,
México, D.F.

6.4 Equipo

Microscopio electronico de barrido Jeol JSM-6510LV, secador de punto critico
Sandri-780A (Tousimis), rociador de oro Desk Il Gold sputter-etch unit (Denton
Vacuum Inc.), microscopio confocal Leica DMIRE-2 (Germany), sistema de
imagen EC3 UVP (Biolmaging Systems, Cambridge, UK), voltimetro EVOM con

electrodos Sistema Millicell®-ERS

6.5 Aislamiento y cultivo de las células
6.5.1 Obtencién de las células a partir de la biopsia

La biopsia se recibié en PBS frio (4 °C). Posteriormente, se incub6 con tripsina
(0.25 %) mas EDTA (0.1%), a 37 °C por 30 minutos, en agitacion. Después, las
células se separaron por centrifugacion, se sembraron en cajas de Petri
(precubiertas con colageno (1 mg/mL)) con medio de cultivo estandar y se
incubaron a 37 °C, en una atmoésfera de COz al 5 %. El medio de cultivo se
cambi6é cada tercer dia. Los experimentos se realizaron en cultivos en pasaje 3.
Una vez en pasaje 3, las células se cultivaron hasta confluencia con medio de
cultivo mas ATTR (0, 50, 100 6 200 nM). El medio mas ATTR era cambiado cada
tercer dia.
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6.5.2 Obtencion de células a partir del efluente de dialisis

El contenido de la bolsa de didlisis fue centrifugado a 327 g, por 20 minutos a una
temperatura de 3 °C. La pastilla celular se sembr6 en cajas de Petri (precubiertas
con colageno (1 mg/mL)) con medio de cultivo estandar y se incubaron a 37 °C,
en una atmosfera de CO2 al 5 %. El medio de cultivo se cambié cada tercer dia.
Los cultivos en pasaje 3 fueron sometidos a diferentes procesos experimentales.
Una vez en pasaje 3, las células se cultivaron hasta confluencia con medio de
cultivo mas ATTR (0, 50, 100 6 200 nM). El medio mas ATTR era cambiado cada
tercer dia.

En todos los ensayos se utiliz6 medio de cultivo compuesto por una mezcla de las
siguientes soluciones: Dulbecco’s Modified Eagle Medium (D-MEM/F12) con 1.8 g
de bicarbonato de sodio, 2 mL de HEPES 1 M, 15 mL de suero fetal bovino, 200
puL de antibidtico (penicilina 100 U/mL y estreptomicina 100 pg/mL), 1 mL de
glutamina (2 pg/mL), 100 uL de transferrina (5 pg/mL), 100 pL de insulina (5
Mg/mL) y 80 pL de hidrocortisona (0.4 ug/mL). Una vez preparada la solucion, se

esterilizo por filtracion y se guardé a una temperatura de 4 °C.

6.6 Microscopia electronica de barrido (MEB)

Se sembraron 1x10° células en cubreobjetos previamente cubiertos con colageno
(1 mg/mL) mas medio de cultivo conteniendo ATTR 0, 50, 100 y 200 nM. Una vez
gue las células llegaron a la confluencia se fijaron con glutaraldehido al 2.5 % en
PBS por 1h a temperatura ambiente. Posteriormente, se hicieron tres lavados de
5 minutos cada uno con PBS y se fijaron con tetradxido de osmio por 1 h a
temperatura ambiente. Después se realizaron otros 3 lavados de 5 minutos cada
uno con PBS. Posteriormente, se deshidraté con etanol al 50, 60, 70, 80 y 90 %,
por 10 minutos cada uno, y con etanol absoluto tres veces por 10 minutos cada
uno. Después se realizé el secado a punto critico y las células fueron cubiertas
con oro y se mantuvieron en un desecador, hasta su analisis con el microscopio

de barrido.
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6.6.1 Evaluacién de las imagenes por MEB

De cada cultivo se capturaron dos campos al azar (300X) para cuantificar el
namero de células totales, células hipertréficas y células aplanadas por campo. El
conteo se realizd directamente de las fotografias. Para medir el tamafio del cilio,
se tomaron las fotografias de 10 células (10,000X), seleccionadas al azar, de tres
cultivos diferentes. De estas imagenes se capturaron dos campos (cerca del cilio
y a la orila de la célula), para medir el nimero y el tamafio de las
microvellosidades. En el TA, las microvellosidades estaban fusionadas, en lugar
de ser estructuras individuales como en el control y en el TB. Para contar las
microvellosidades en el TA, cada grupo de microvellosidades fusionadas se

considero como una microvellosidad.

6.7 Determinacion de la proliferacion celular

La determinacién de la proliferacidon celular se realizé de la siguiente manera: una
vez que se recibia la bolsa de dialisis su contenido se centrifugé a 327 g, durante
20 min a una temperatura de 3°C. Después, se retiré el sobrenadante y la pastilla
celular se resuspendié en 1mL de medio de cultivo para contar el nimero de
células utilizando azul de tripano y la camara de Neubauer, y enseguida, las
células se sembraron en cajas de cuatro pozos (precubiertas con colageno (1
mg/mL)) con medio de cultivo. Posteriormente, se contd el nimero de células en
cada uno de los pasajes. Los pasajes 1, 2 y 3 se realizaron los dias 7, 14 y 21,
respectivamente. El dia del pasaje 1 se le quito el medio de cultivo a las células,
se les hizo 2 lavados con PBS, se les se incub6 con tripsina (0.25 %) mas EDTA
(0.1 %) por 30-60 segundos para despegar las células de la caja, se detuvo la
accion de la tripsina con medio de cultivo mas suero fetal bovino al 15 % y se
centrifugd. Finalmente, se retir6 el sobrenadante y la pastilla celular se
resuspendi6 en 1 mL de medio de cultivo para contar las células. Este

procedimiento se siguid para los otros pasajes.
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6.8 Inmunofluorescencia

Se sembraron 1x10° células en cubreobjetos, previamente cubiertos con colageno
(2 mg/mL), mas medio de cultivo conteniendo ATTR 0, 50, 100 y 200 nM. Una vez
que las células llegaron a la confluencia se lavaron 3 veces con PBS mas calcio
(1 mM), posteriormente, se fijaron con metanol a 4 °C por 10 minutos. Después
las monocapas se lavaron 3 veces con PBS més calcio 1 mM, se permeabilizaron
con Tritdn X100 al 0.25 % por 15 minutos y se bloquearon por 1 h con albumina
sérica bovina libre de IgGs al 0.5 %. Posteriormente, las células se incubaron toda
la noche con el anticuerpo primario anti-citoqueratina-18 (dilucién 1:50) , anti-
vimentina (dilucion 1:100), anti-a-AML, anti-claudina-1 (dilucion 1:25), anti-
claudina-2 (dilucién 1:80), anti-claudina-8 (dilucion 1:100), anti-ocludina (dilucién
1:100) o anti-ZO-1(dilucion 1:25), y se lavaron 3 veces, por 5 minutos cada vez,
con PBS mas calcio (1 mM). Luego las células se incubaron con el anticuerpo
secundario por 1 h a temperatura ambiente, protegiendo de la luz a la
preparacion. Después se lavaron 3 veces con PBS mas calcio 1 mM y 2 veces
con agua desionizada, durante 5 minutos cada vez. Una vez terminados los
lavados, las preparaciones se montaron en portaobjetos con 2.5 pL de
Vectashield y los cubreobjetos se sellaron por los lados con barniz. Las
preparaciones se guardaron a 4 °C, protegidas de la luz hasta realizar el analisis

por microscopia confocal.

6.8.1 Cuantificacién de las células ciliadas por inmunofluorescencia

Para cuantificar el nUmero de células ciliadas, los cultivos se procesaron por
inmunofluorescencia, siguiendo el procedimiento descrito arriba, utilizando
anticuerpos anti-a-tubulina acetilada (diluciéon 1:100), un componente del cilio, y
ToPro-3 yoduro para marcar los nacleos. De las imagenes obtenidas se contaron
los nucleos y las células que expresaban cilio para calcular el porcentaje de
células ciliadas. Se realizaron 3 experimentos por duplicado de cada grupo

experimental.
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6.9 Western blot

6.9.1 Western blot para cuantificar la expresion de los marcadores de TEM y
del FCT-p1

Se sembraron 1x10° células en cajas de Petri de 100 mm x 20 mm con medio de
cultivo conteniendo ATTR 0, 50 6 100 nM. Una vez que las células llegaron a la
confluencia se lavaron dos veces con PBS frio (4 °C). La fraccion total se extrajo
con 100 pL de RIPA (ver anexo) mas inhibidores de las proteasas (PMSF y
Complete). Las proteinas se cuantificaron por el método de Lowry.
Posteriormente, se hizo una dilucién de las muestras (1:5) con Leammli (ver
anexo) conteniendo urea (0.5 mM) y 2-B-mercaptoetanol (25 %), y se
desnaturalizaron colocandolas en agua, en ebullicion, por 15 minutos.
Posteriormente, se cargaron 100 pg de proteina en geles SDS-PAGE al 10 % y se
transfirieron a membranas de PVDF. Posteriormente, las membranas se
bloquearon con leche al 5 % por 1 h a temperatura ambiente y se incubaron con
el anticuerpo primario anti-citoqueratina-18 (dilucion 1:500), anti-vimentina
(dilucion 1:500), anti-a-AML (dilucion 1:500) o anti-FCT-B1 (dilucion 1:250),
durante toda la noche. Después se hicieron 8 lavados de 5 minutos cada uno con
PBS mas Tween 20 al 0.1 % y las membranas se incubaron con el anticuerpo
secundario HRP anti-ratén (dilucién 1:10,000). Las bandas se detectaron por
quimioluminiscencia en el foto documentador UVP. Este equipo se utilizé también

para el analisis densitométrico.

6.9.2 Western blot para cuantificar las proteinas de la UE

Se sembraron 1x10° células en cajas de Petri de 100 mm x 20 mm con medio de
cultivo conteniendo ATTR 0, 50 6 100 nM. Una vez que las células llegaron a la
confluencia se lavaron dos veces con PBS frio (4 °C). La fraccion soluble
(citosolica) y la fraccion insoluble (membranal), se extrajeron con 100 pyL de RIPA
y MBL (ver anexo), respectivamente, conteniendo inhibidores de las proteasas
(PMSF y Complete, 30 pL de cada uno). Las proteinas se cuantificaron por el
método de Lowry. Posteriormente, se hizo una dilucion de las muestras (1:5) con
Laemmli conteniendo urea (0.5 mM) y 2-B-mercaptoetanol (25 %) y se

desnaturalizaron colocandolas en agua, en ebullicion, por 15 minutos.
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Posteriormente, se cargaron 100 pug de proteina en geles SDS-PAGE al 10 %,
para la ocludina y la ZO-1, o en geles al 12 %, para las claudinas -1, -2y -8, y se
transfiieron a membranas de PVDF. Posteriormente, las membranas se
bloquearon con leche al 5 % por 1 h a temperatura ambiente y se incubaron con
el anticuerpo primario anti-claudina-1 (dilucion 1:1000), anti-claudina-2 (1:1000),
anti-claudina-8 (1:1000), anti-ZO-1 (dilucion 1:1000) o anti-ocludina (dilucién
1:1000), durante toda la noche a 4 °C. Después se hicieron 8 lavados de 5
minutos cada uno con PBS mas Tween 20 al 0.1 % y las membranas se
incubaron por 1 h a temperatura ambiente con el anticuerpo HRP biotinilado anti-
conejo (dilucion 1:20,000). Posteriormente, se hicieron 8 lavados de 5 minutos
cada uno con PBS méas Tween 20 al 0.1% y se incubaron por 1 h a temperatura
ambiente con HRP estreptavidina (dilucion 1:20,000). Las bandas se detectaron
por quimioluminiscencia con el foto documentador UVP. Este equipo fue utilizado

también para el analisis densitométrico.

6.10 Medicion de la resistencia eléctrica transepitelial (RET)

La medicion de la RET permite estimar la permeabilidad de las uniones
intercelulares. Se basa en medir el flujo de iones del lado apical hacia el lado
basolateral o viceversa a través de una monocapa que se encuentra sobre una
membrana semipermeable. Para medir la RET se utilizaron filtros (Corning) con
0.33 cm? de area, con un tamafio de poro de 3 um y cubiertos con colageno.
Estos filtros cuentan con una camara interna (compartimento apical) y una externa
(compartimento basolateral), las cuales, se llenaron con 0.2 mL y 1 mL,
respectivamente, con medio de cultivo mas ATTR (0, 50 6 100 nM). En el
compartimento apical se sembraron 1x10° células del grupo control, TB o TA. La
medicién de la RET y el cambio del medio de cultivo se realizaron cada tercer dia.
La medicion de la RET se realiz6 utilizando un voltimetro Millicell-ERS. La RET se

expresd en Qecm?. La RET del filtro sin células fue restada de la RET total.

6.11 Flujo de dextran-FITC

Para la medicion del flujo de dextran se usaron los mismos filtros empleados para

la medicién de la RET. Se sembraron 1x10° células y se cultivaron hasta la
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confluencia con medio de cultivo mas ATTR (0, 50 6 100 nM). Una vez que se
obtuvo una RET estable, la permeabilidad de las monocapas se determind por la
medicion de cambios en la concentracion de dextran-FITC (10 é 70 kDa) entre el
compartimento apical y basolateral. Cuando la RET se estabiliz, se le retir6 el
medio de cultivo a las células y se lavaron con Ringer bicarbonato, hasta retirar
todo el medio de cultivo. Posteriormente, se colocaron 100 pL del dextran-FITC
(10 6 70 kDa) en el compartimento apical (donde est4 la monocapa de células) a
una concentracién de 1 pg/pL y se colocaron 1000 pL de Ringer bicarbonato en el
compartimento basolateral. Después se tomaron 2 pL del compartimento apical y
100 pL del compartimiento basolateral a los 0, 1 y 2 h. Los volumenes se llevaron
a 200 pL con Ringer bicarbonato (ver anexo) y posteriormente se leyeron en un
espectrofotometro de fluorescencia a una longitud de onda y de excitacion de 492
nm y 520 nm, respectivamente. Posteriormente se calculo el coeficiente de
permeabilidad del soluto (CPS), para determinar el flujo de dextran-FITC a través

de la monocapa. El CPS se calcul6 utilizando la siguiente ecuacion:

K=- _4V In Ca0-4Cb2
At xA Cal0- 4 Cbh1

Donde:

K= es el coeficiente de permeabilidad del soluto (m/s)
V= El volumen del lado basal (m?3)

A= El area de la membrana (m?)

At= Intervalo de tiempo (s)

Ca0= Concentracion apical al tiempo 0

Cb1= Concentracion basolateral a 1 h

Cb2= Concentracion basolateral a 2 h
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7. ANALISIS ESTADISTICO

Para evaluar la diferencia entre dos grupos se utilizé la prueba t de Student. Para
la evaluacién de mas de dos grupos se realizé el andlisis de varianza (ANOVA) de
una sola via seguido de una prueba Tukey. Se consideré que existia diferencia
significativa si p<0.05. Los resultados se muestran como la media + el error

estandar de la media

55



8. RESULTADOS

Las caracteristicas clinicas de los TB y los TA se encuentran resumidas en la

tabla 1. No se aplico criterio de restriccion para la edad, género o el tiempo en

didlisis. Los pacientes que fueran seropositivos para hepatitis A, B, C o para VIH 6

gue tuvieran insuficiencia renal secundaria a diabetes no se incluyeron dentro del

estudio. También se excluyeron aquellos pacientes que presentaron un episodio

de peritonitis en los seis meses previos al estudio.

Tabla 1. Caracteristicas clinicas de los transportadores bajos y de los

Transportadores altos

Edad

Hombre/Mujer

Rifiones poliquisticos
Hipertensién arterial sistémica
Glomerulonefritis
Nefroangioesclerosis
Etiologia desconocida

Tiempo en didlisis (meses)
D/P de creatinina a las 4h
Nitrégeno ureico en sangre (mg/dL)
AlblUmina (g/dL)

Urea en suero (mg/dL)
Creatinina en suero (mg/dL)

Episodios de peritonitis
(seis meses previos al estudio)

B
N=15

27.9 2.0 (13-79 afios)
5/10
2
3
1
0
9
29.6 £ 7.0 (1-84 meses)
0.5+0.03
67.8+£5.6
90.2+21
3.68 £ 0.09
8.6+0.6

7

TA
N=9

36.3+ 8.1 (13-71 afios)
6/3
0
1
0
2
6
17.0 + 6.6 (1-48 meses)
0.8 £ 0.03*
56.8 + 3.7
88.6+£3.3
3.64 £ 0.09
9.2+0.7

3

Abreviaturas: D/P, dializado/plasma; TB, transportador bajo y TA, transportador
alto. Media * Error estandar de la media. *p<0.05, TB contra TA.
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8.1 Disminucion del nuamero de células hipertréficas en los cultivos de

células mesoteliales de TB debido al ATTR

En los cultivos de células mesoteliales control, se observaron células con una
morfologia poligonal (Fig. 5, panel a) y ocasionalmente células con una apariencia
aplanada (asteriscos). En presencia de ATTR, las células control (Fig. 5, paneles
b y c) adquirieron una morfologia de empedrado y con la concentracion mas alta
de ATTR (200 nM) se observaron varias células aplanadas (Fig. 5, panel d,
cabezas de flecha). En los cultivos de los TB (Fig. 5, panel e), las células
exhibieron un aumento en su tamafio (cabezas de flecha) comparado con el grupo
control y se observo la presencia de células hipertréficas (doble asterisco). Con el
tratamiento con ATTR, las células de los TB adquirieron un tamafio similar al de
las células del grupo control y se disminuyd la presencia de células hipertréficas
(Fig. 5, paneles f, g y h). En el TA (Fig. 5, panel i), se observaron ceélulas
hipertroficas (doble asterisco) y células con una morfologia epitelial (cabeza de
flecha). El tratamiento con ATTR no tuvo efecto sobre la morfologia en estos
cultivos. También se cuantifico el nimero de células totales. Comparado con el
grupo control (80 £ 7), el TB (43 +4.3) y el TA (59 £ 1.3) tuvieron menos células
por campo, siendo més marcado en el TB (Fig. 6A). En el grupo control, el ATTR
(200 nM) aument6 el numero de células aplanadas (Fig. 6B), mientras que en el
TB disminuy6 el nimero de células hipertroficas (Fig. 6C). En el TA, el ATTR no
tuvo ningun efecto (Fig. 6D).
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Figura 5. Morfologia de las células mesoteliales en cultivo de pacientes con
TB o TA tratados con el ATTR. Monocapas de células mesoteliales derivadas
del omentum (grupo control) o del efluente de dialisis de pacientes con TB o TA
cultivadas hasta la confluencia en presencia del ATTR (0, 50, 100 6 200 nM).
Microscopia electrénica de barrido (MEB), 300X, barra= 50 um. Fotografias
representativas de tres experimentos individuales. CMPH, células mesoteliales del
peritoneo humano; TB, transportador bajo; TA, transportador alto; ATTR, acido
todo trans retinoico.
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Figura 6. Disminucion del numero de células hipertréficas en los cultivos de
TB tratados con el ATTR. Monocapas de células mesoteliales derivadas del
omentum (grupo control) o del efluente de dialisis de pacientes con TB o TA
cultivadas hasta la confluencia en presencia de ATTR (0, 50, 100 6 200 nM). (A)
Cuantificaciéon del numero de células totales (barras blancas), de células
hipertréficas (barras rayadas) y de células aplanadas (barras negras) por campo
en condiciones basales y (B-C) en presencia del ATTR. Se muestra la media *
ESM. (A) ***P< 0.001 células de TB totales vs células control totales;*P<0.05
células de TA totales contra células control totales; **P<0.01 células de TB
hipertréficas y células de TA hipertroficas contra células control hipertréficas. (B)
**P<0.01 células control aplanadas con 200 nM de ATTR contra células control
aplanadas con 0 nM de ATTR. (C)*P<0.01 células de TB totales tratadas con
100 6 200 nM de ATTR contra células de TB totales tratadas con 0 nM de ATTR,;
**P<0.01 células de TB hipertréficas tratadas con 50, 100 6 200 nM de ATTR
contra células de TB hipertroficas tratadas con 0 nM de ATTR. TB, transportador
bajo; TA, transportador alto; ATTR, acido todo trans retinoico.
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8.2 Proliferacidn celular en los cultivos de los TB y de los TA

La exposicion a largo plazo de las células mesoteliales a los liquidos de dialisis
resulta en una disminucion en la proliferacion celular. Nosotros estudiamos, si
entre los TB y los TA habia diferencias en la proliferacion celular. Un punto
importante es que el numero de células que se obtuvieron del efluente de dialisis
fue similar entre los TA y los TB (Figura 7A, dia 0). Estadisticamente no se
encontré diferencia significativa en el nimero de células entre los dos grupos a los
diferentes dias, sin embargo se puede observar que en los TB se alcanza el
maximo numero de células a los 14 dias (barra rayada), mientras que en el TA es
a los 21 dias (barra negra), figura 7A. Al comparar los cultivos de los TB y los TA
con el grupo control a los 21 dias se observd, aunque no fue estadisticamente
significativo, una disminucion en la proliferacion celular en los cultivos de los
pacientes en didlisis con respecto al grupo control. Cabe mencionar que al
comparar al TB con el control, a los 21 dias, se tuvo una p=0.0544.
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Figura 7. Cuantificacién del niumero de células en los cultivos de los TB y
los TA a diferentes dias de cultivo. (A) Comparacion de la proliferacion celular
entre los cultivos de los TB y de los TA al dia 7 (pasaje 1), 14 (pasaje 2) y 21
(pasaje 3). (B) Comparacion de la proliferacion celular al dia 21 entre los cultivos
de los TB, los TA y el grupo control. Se muestra la media £ ESM. @ p<0.001 contra
el TB al dia 0, ® p<0.001 contra el TA al dia 0, y ¢ p<0.001 contra el TA al dia O.
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8.3 Disminucion de la expresion del FCT-B1 en los cultivos de TB debido al
ATTR

La exposicidn cronica de las CMPH a soluciones de dialisis 0 a un medio con alto
contenido de glucosa, aumenta la expresion del FCT-B1 (88). En condiciones
basales, la expresion del FCT- 31 estuvo aumentada en las células de los TB en
comparacion con el grupo control y con el TA (Fig. 8, Ay B). En el TB, el
tratamiento con el ATTR 50 y 100 nM disminuy¢ la expresion del FCT- 31 de una

manera dependiente de la concentracion (Fig. 9C).
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Figura 8. Expresion del FCT-B1 en células mesoteliales de TB y de TA. (A)
Andlisis por Western blot y (B) por densitometria de la expresiéon del FCT-B1 en
lisados totales de células mesoteliales derivadas del omentum (grupo control) o
del efluente de dialisis de TB y de TA. Se muestra la media + ESM de tres
experimentos individuales. *P<0.05 TB contra control. FCT-B1, factor de

crecimiento transformante-B1; TB, transportador bajo; TA, transportador alto.

61



A B

CONTROL . o |-FcTp1
CONTROL
— = . | -Actina 2.0+
<
TB J— | -FCT-p1 Z 15-
(&)
<
=10 -
| .Actina e T
= I
K05
W
TA . el FCT-f1 i
s _ 0 50 100
o [ AActina ATTR (nM)
0 50 100
ATTR (nM)
TB TA
201 201
3 e
< < T
S0 BE iy T - -
1y * iy ==
o 051 s e I o G 054
rs d I w
0.0- 0.0
0 50 100 0 50 100
ATTR (nM) ATTR (nM)

Figura 9. Expresiéon del FCT-B1 en cultivos de células mesoteliales de TB y
de TA tratados con el ATTR. (A) Analisis por Western blot y (B-D) por
densitometria de la expresion del FCT-B1 en lisados totales de células
mesoteliales derivadas del omentum (grupo control) o del efluente de dialisis de
TB y de TA, cultivadas en presencia de ATTR (0, 50 6 100 nM). Se muestra la
media £ ESM de tres experimentos individuales. (B) **P<0.01 TB tratado con 50 6
100 nM de ATTR contra TB tratado con 0 nM de ATTR. FCT-p1, factor de
crecimiento transformante 31; ATTR, acido retinoico todo trans; TB, transportador

bajo; TA, transportador alto.
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8.4 Mejoramiento de la organizacion de los filamentos de citoqueratina-18
en cultivos de TB y TA debido al ATTR

En las células mesoteliales control (Fig. 10, panel a), la marca de citoqueratina-18
se observd en la region perinuclear (cabeza de flecha), mientras que en las
células de los TB, la marca para citoqueratina-18 es mas intensa (Fig. 10, panel
d). En el TA, la organizacion de los filamentos esta alterada (Fig. 10, panel g) en
comparacién con el control, y en algunas células, se observa la salida de
proyecciones gruesas (flechas). El tratamiento con ATTR 100 nM mejoré la
organizacion de la citoqueratina-18 en el TB (Fig. 10, panel f) y también en el
grupo control (Fig. 10, panel c), mientras que en el TA, este efecto fue parcial (Fig.
10, panel i).

ATTR OnM ATTR 50nM ATTR 100nM

CONTROL

B

50um

Figura 10. Distribucion de los filamentos de citoqueratina-18 en cultivos de
células mesoteliales de TB y de TA tratados con ATTR. Inmunofluorescencia
para citoqueratina-18 en monocapas de ceélulas mesoteliales derivadas del
omentum (grupo control) o del efluente de dialisis de pacientes con TB o TA
cultivadas hasta la confluencia en presencia de ATTR (0, 50 6 100 nM). Imagenes
representativas de tres experimentos individuales. Barra= 50um. ATTR, &cido
todo trans retinoico; TB, transportador bajo; TA, transportador alto.
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8.5 Expresidn de la citoqueratina-18 en los cultivos de células mesoteliales
de TB y de TA tratados con el ATTR

En condiciones basales, el contenido de la citoqueratina-18 es similar entre las
células del grupo control y las células de los TB y de los TA (Fig. 11A y 11B). El
tratamiento con el ATTR no modificé la expresion de la citoqueratina-18 en

ninguno de los grupos (Fig. 11Ay 11B).
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Figura 11. Expresion de la citoqueratina-18 en cultivos de células
mesoteliales de TB y TA tratados con ATTR. (A) Andlisis por Western bloty (B)
por densitometria de la expresién de la citoqueratina-18 en lisados totales de
células mesoteliales derivadas del omentum (grupo control) o del efluente de
dialisis de pacientes con TB o TA cultivadas hasta la confluencia en presencia de
ATTR (0, 50 6 100 nM). Se muestran la media + ESM de tres experimentos
individuales. ATTR, &cido todo trans retinoico; TB, transportador bajo; TA,

transportador alto.

64



8.6 Mejoramiento en la distribucion de los filamentos de vimentina en las
células de los TB y los TA debido al ATTR

En las células control (Fig. 12, panel a), la marca de vimentina se observo en la
region perinuclear (cabeza de flecha). En las células de los TB (Fig. 12, panel d),
la marca de vimentina es intensa y los filamentos muestran una apariencia
estirada, como si la célula estuviera aplanada (flechas). En las células de los TA
(Fig.12, panel g), los filamentos de vimentina exhiben el mismo patron (flecha)
observado en el TB, y en algunas células se observan proyecciones (cabeza de
flecha). El tratamiento con ATTR (100 nM) mejor6 parcialmente la distribucion de
los filamentos de vimentina en el TB (Fig. 12, panel f) y en el TA (Fig. 12, panel i).

ATTR OnM ATTR 50nM ATTR 100nM

Figura 12. Organizacion de los filamentos de vimentina en cultivos de
células mesoteliales de TB y de TA tratados con ATTR. (A)
Inmunofluorescencia para vimentina en células mesoteliales derivadas del
omentum (grupo control) o del efluente de dialisis de pacientes con TB o TA
cultivadas hasta la confluencia en presencia de ATTR (0, 50 6 100 nM). Imagenes
representativas de tres experimentos. Barra= 50 um. ATTR, &cido todo trans
retinoico; TB, transportador bajo; TA, transportador alto.
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8.7 Disminucion en la expresion de vimentina en los cultivos de los TB y de
los TA porel ATTR

En comparacion con el grupo control, la expresion de vimentina se encuentra
aumentada en los cultivos de los TB (Fig. 13A y 13B). Con el tratamiento con 100
nM de ATTR se observa una disminucién en el contenido de vimentina, en el TB 'y

en el TA, quedando en valores similares a los del grupo control (Fig. 13B).
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Figura 13. Expresion de vimentina en cultivos de células mesoteliales de TB
y de TA tratados con ATTR. (A) Analisis por Western blot y (B) por
densitometria de la expresidon de vimentina en lisados totales de células
mesoteliales derivadas del omentum (grupo control) o del efluente de dialisis de
pacientes con TB o TA cultivadas hasta la confluencia en presencia de ATTR (O,
50 6 100 nM). Se muestra la media £ ESM de tres experimentos individuales.
**P<0.01 TB 0 nM contra el grupo control 0 nM; *P<0.05 TB 0 nM contra el TB 100
nM y **P<0.01 TA 0 nM contra el TA 100 nM. ATTR, acido todo trans retinoico;

TB, transportador bajo; TA, transportador alto.
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8.8 Disminucién de la marca para la a-AML en cultivos de los TB y de los TA
debido al ATTR

En los cultivos control, no se observé marca para la a-AML (Fig. 14, panel a). En
contraste, los cultivos de los TB (Fig. 14, panel d) y de los TA (Fig. 14, panel g)
son positivos para la a-AML, siendo la marca mas intensa en el TB. El tratamiento
con ATTR (50 6 100 nM) disminuy6 la expresion de la a-AML en el TB (Fig. 14,
paneles e y f) y en el TA (Fig. 14, paneles h y i) de una manera dependiente de la
concentracion.
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Figura 14. Analisis por inmunofluorescencia de a-AML en cultivos de células
mesoteliales de TB y de TA tratadas con ATTR. Monocapas de células
mesoteliales derivadas del omentum (grupo control) o del efluente de dialisis de
pacientes con TB o TA cultivadas hasta la confluencia en presencia de ATTR (0,
50 6 100 nM). Las células se marcaron con anti-a-AML (rojo) y con ToPro-3 (azul)
para marcar los nucleos. Imagenes representativas de tres experimentos
individuales. Barra=50 pum. ATRA, acido todo trans retinoico; a-AML, a-actina del
musculo liso; TB, transportador bajo; TA, transportador alto.
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8.9 Disminucién de la expresion de la a-AML en cultivos de los TB y de los
TA debido al ATTR

En condiciones basales, la expresion de la a-AML se encuentra significativamente
aumentada en el TB comparado con el grupo control y con el TA (Fig. 15A y 15B).
El tratamiento con ATTR disminuyd la expresion de la a-AML en el TB de una
manera dependiente de la concentracién (Fig. 15B), mientras que en el TA
también se observé una reduccién en la expresion de la a-AML, pero solo con la
concentracion de 100 nM de ATTR (Fig. 15B).

A B
a-AML
* %%k
= =1 Control
Control -42 kDa e« )
51 ETA

TB --—-42kDa
T " B |
e % S |- 44 kDa

A ™= = = | 42kDa

N(.;’Jh

Actina

o-AML/ACTINA

-
L

o
L

00

(HE oHa

O -

Actina [ @ s |- 44 kDa

ATTR(nM)

0 50 100
ATTR (nM)

Figura 15. Expresion de la a-AML en cultivos de células mesoteliales de TB y
de TA tratados con ATTR. (A) Analisis por Western blot y por (B) densitometria
de la expresion de la a- AML en lisados totales de células mesoteliales derivadas
del omentum (grupo control) o del efluente de dialisis de pacientes con TB o TA
cultivadas hasta la confluencia en presencia de ATTR (0, 50 6 100 nM). Se
muestra la media £ ESM de tres experimentos individuales. ***P<0.001 TB OnM
contra control 0 nM; ***P<0.001 TB 0 nM contra TA 0 nM; *P<0.05 TB 0 nM contra
TB 50 nM y **P<0.001 TB 0 nM contra TB 100 nM, *P<0.05 TA 0 nM contra TA
100 nM. ATRA, acido todo trans retinoico; a-AML, a-actina del musculo liso; TB,
transportador bajo; TA, transportador alto.
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8.10 La morfologia del cilio se encuentra alterada en las células de los TA

En los cultivos control (Fig.16, paneles a'y d), TB (Fig.16, paneles by e) y TA (Fig.
16, paneles c y f), se observaron células con uno o dos cilios. En el control (Fig.
16, panel a) y en el TB (Fig. 16, panel b), el cilio presenta una morfologia cilindrica
y un grosor continuo desde la base hacia la punta, mientras que en el TA se
observa un adelgazamiento del cilio desde la base hacia la punta (Fig. 16, panel
c, flechas).

CONTROL

Figura 16. Morfologia del cilio en células mesoteliales de pacientes en
didlisis con TB o TA. Células mesoteliales derivadas del omentum (grupo
control) o del efluente de dialisis de pacientes con TB o TA. Imagenes
representativas de tres experimentos. MEB, 10,000X, barra=1 um. TB,
transportador bajo; TA, transportador alto.

En los cultivos de los TA, ademas de células con uno (Fig. 17a) o dos cilios (Fig.
17b), se observod la presencia de células con tres cilios (Fig. 17c). En la mayoria
de las células multiciliadas de los TA, las puntas de los cilios parecen estar
fusionadas (Fig. 17c). En adicion, en algunas de las células de los TA, la punta del
cilio se encuentra rodeada por estructuras redondas como “perlas” (Fig. 17d,
cabeza de flecha), las cuales en algunos cilios llegan a ser abundantes (Fig. 17e).
Estas “perlas” también se llegan a observar en regiones periféricas al cilio (Fig.
17f). Ademas, las células de los TA exhiben unas estructuras, parecidas a las
microvellosidades, las cuales estan fusionadas a la membrana (Fig. 17g, cabeza
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de flecha vacia). En algunas células, estas estructuras rodean al cilio formando
ramificaciones (Fig. 17h, cabezas de flecha vacias). En adicién, en los cultivos de
los TA se encontr6 con frecuencia células en las que el cilio se encuentra
fusionado a la membrana (Fig. 17i).

Figura 17. Alteraciones en la morfologia del cilio en células mesoteliales de
TA. Células mesoteliales del efluente de dialisis de pacientes con TA. Imagenes
representativas de tres experimentos. MEB. Imagenes tomadas a 10,000X
(paneles a, b, c, fy i), a 20,000X (paneles d, ey g) y a 30,000X (panel h), barra= 1
pum. TA, transportador alto.

70



8.11 Aumento del tamafo del cilio en células mesoteliales control y de TA
por medio del ATTR

No se observé diferencias en el tamafio del cilio entre las células del grupo
control, TB y TA (Fig. 18 y Fig. 19A). EI ATTR aumento el tamafio del cilio en las
células control (Fig. 18 y Fig. 19B) y en las células de los TA (Fig. 18 y Fig.19D).
En el TA, este efecto se observé a partir de la concentracion de 50 nM de ATTR,
mientras que en el control, es con la concentracion de 100 nM de ATTR. En el TB,
el tratamiento con ATTR no modifico el tamafio del cilio (Fig. 19C).

ATTR 50nM ATTR OnM

ATTR 100nM

ATTR 200nM

Figura 18. MEB del cilio de células mesoteliales control, TB y TA tratadas
con el ATTR. Células mesoteliales derivadas del omentum (control) o del efluente
de didlisis de pacientes con TB y TA, en presencia de ATTR 0, 50,100 6 200 nM.
MEB, 10,000X, barra= 1um. Imagenes representativas de tres experimentos. TA,
transportador alto; TB, transportador bajo y ATTR, acido todo trans retinoico.

71



>

g
o
- - .
O 4
-
w
o
o 2
E
0-
=
CONTROL  TB TA
B C D
- CONTROL - TB — TA
E & g & 5§ s
E *%
°) *% (®) o) o *%
Y - 3 6
o 3] )
- o o4
o 4 0 4 m
a o a
lg 2' lg 24 ‘E 2'
S : : |
ﬁ 0 "E T T T T = ¥ v ¥ ¥
0 5 100 200 0 50 100 200 0 5 100 200
ATTR (nM) ATTR (nM)

ATTR (nM)

Figura 19. Tamafo del cilio en cultivos de células mesoteliales de TB o TA
tratados con el ATTR. Medicion del tamafio del cilio en células mesoteliales
control y en células mesoteliales derivadas del efluente de dialisis de pacientes
con TB y TA, en condiciones basales (A) y presencia de ATTR 0, 50,100 6 200
nM (B-D). Se muestran la media + ESM de tres experimentos individuales.
(B)**P<0.01 control 100 nM y 200 nM de ATTR contra control 0 nM. (D) **P<0.01
TA 50, 100 y 200 nM de ATTR contra TA 0 nM. ATTR, acido todo trans retinoico;
TB, transportador bajo; TA, transportador alto.

8.12 Aumento del namero de células ciliadas en los cultivos de TB y de TA
mediado por el ATTR

En comparacion con el grupo control, los cultivos de los TB y de los TA mostraron
una reduccion en el porcentaje de las células ciliadas (Fig. 20 y Fig. 21A). El
tratamiento con ATTR aumento el numero de células ciliadas en los cultivos de los
TB (Fig. 20 y Fig. 21C) y de los TA (Fig. 20 y Fig. 21D), siendo mas evidente en el
TA. En contraste, en los cultivos control, el ATTR disminuyd el porcentaje de
células ciliadas (Fig. 20 y Fig. 21B).
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ATTR 50nM ATTR OnM

ATTR 100nM

ATTR 200nM

Figura 20. Inmunofluorescencia para a-tubulina acetilada en células
mesoteliales de TB y de TA tratadas con el ATTR. Monocapas de células
mesoteliales derivadas del omentum (grupo control) o del efluente de dialisis de
pacientes con TB o TA cultivadas hasta la confluencia en presencia de ATTR (O,
50 6 100 nM). Las células se marcaron con a-tubulina acetilada (verde), un
componente del cilio, y con ToPro-3 (azul), para marcar los nucleos. Imagenes
representativas de tres experimentos individuales. Barra=50 pum. ATRA, acido
todo trans retinoico; TB, transportador bajo; TA, transportador alto.

73



>

9
a—; 604
—
< 5 .
é 404 Kk
G 30 1
g 20
3 104
g o
@ oo
CONTROL  TB TA
TA
CONTROL % 8 -
E 75 ; 75' ; 759 . o
< 8 8
2 s < 50 2. < 50
S *% 2 =
. ¥* O o
0 0 1 0 1
< 25 j 25 5 25
5l 2 2
o = i
o 8 o ¥
0 50 100 200 0 50 100 200 0 50 100 200
ATTR (M) ATTR (nM) ATTR (nM)

Figura 21. Porcentaje de células ciliadas en cultivos de células mesoteliales
de TB y de TA tratados con ATTR. Cuantificacion del nimero de células ciliadas
en cultivos de células mesoteliales derivadas del omentum (grupo control) o del
efluente de didlisis de pacientes con TB o TA en condiciones basales (A) y en
presencia de ATTR 0, 50, 100 6 200 nM (B-D). Se muestra la media £+ ESM de
tres experimentos individuales. (A) *P<0.05 TB contra control; **P<0.001 TA
contra control. (B) *P<0.01 control 100 y 200 nM de ATTR contra control 0 nM.
(C) *P<0.01 TB 50 nM de ATTR contra control 0 nM; *P<0.05 TB 100 y 200 nM
de ATTR contra TB 0 nM. (D) *P<0.05 TA 100 nM de ATTR contra TA 0 nM;
**P<0.01 TA 200 nM de ATTR contra TA 0 nM. ATTR, &cido todo trans retinoico;
TB, transportador bajo; TA, transportador alto.

8.13 La morfologia de las microvellosidades se encuentra alterada en las

células de los TA

Las microvellosidades en las células control se observan como estructuras

cilindricas e individuales (Fig. 22, panel a). Las microvellosidades en el TB

74



mostraron el mismo patron descrito en el grupo control (Fig. 22, panel b). En
contraste, en las células de los TA, las microvellosidades se encuentran
fusionadas formando protrusiones (Fig. 22, panel c). Ademas, en las células de
los TA, la membrana tiene una apariencia rugosa (Fig. 22, panel c, flecha),
mientras que en las células del grupo control y de los TB, la membrana exhibe

una apariencia lisa (Fig. 22, paneles a y b, flecha).

CONTROL

Figura 22. Morfologia de las microvellosidades en cultivos de células
mesoteliales de TB y de TA. Células mesoteliales derivadas del omentum (grupo
control) o del efluente de didlisis de pacientes con TB y TA. MEB, 20,000X,
barra=1 um. TB, transportador bajo; TA, transportador alto.

8.14 Reduccion significativa en el numero y tamafio de Ilas

microvellosidades de las células mesoteliales de los TA

En condiciones basales, las microvellosidades de las células de los TB son mas
abundantes (48 %) (Fig. 23A) y mas largas (Fig. 23B) comparadas con el grupo
control. En contraste, las células de los TA exhiben una reduccién del 91 % en el
namero de sus microvellosidades (Fig. 23A) y una reduccién significativa en el

tamafo de estas estructuras (Fig. 23B) comparadas con el grupo control.
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Figura 23. Tamafio y numero de microvellosidades en células mesoteliales
de TB y TA. Células mesoteliales derivadas del omentum (grupo control) o del
efluente de dialisis de pacientes con TB o TA. (A) Cuantificacion del nUmero de
microvellosidades y (B) medicion del tamafio de las microvellosidades. Se
muestra la media £ ESM de tres experimentos. (A) **P<0.001 TB contra control;
***P<(0.001 TA contra control. (B) *P<0.05 TB contra control; ***P<0.001 TA contra
control. ATTR, acido todo trans retinoico;, TB, transportador bajo; TA,

transportador alto.

8.15 Aumento en el numero y en el tamafio de las microvellosidades de

células mesoteliales control y de TB por medio del ATTR

El tratamiento con ATTR aumentd el nimero de microvellosidades en las células
control (Fig. 24 y Fig. 26A), mientras que en las microvellosidades de las células
de los TB (Fig. 26B) y de los TA (Fig. 26C), el ATTR no se observé ningun efecto.
En cuanto al tamafio de las microvellosidades, el ATTR incremento el tamafio de
las microvellosidades en las células de los TB (Fig. 25 y Fig. 27B). En las células
control y en las células de los TA (Fig. 27A y Fig. 27C), el ATTR no modifico el

tamano de las microvellosidades.
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Figura 24. El ATTR aumento6 el numero de microvellosidades en las células
control. MEB de células mesoteliales derivadas del omentum tratadas con ATTR
0, 50, 100 6 200 nM hasta confluencia. 10,000X, barra=1 um. ATTR, &cido todo

trans retinoico.

ATTROnM ATTR 50nM

Figura 25. EIl ATTR aumentd el tamafio de las microvellosidades en las
células de los TB. MEB de células mesoteliales de TB tratadas con ATTR 0, 50,
100 6 200 nM hasta confluencia. 10,000X, barra=1 um. ATTR, acido todo trans

retinoico.
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Figura 26. Efecto del ATTR en el numero de microvellosidades en células
mesoteliales de TA y TB. Medicion del tamafio de las microvellosidades en
células mesoteliales control (A) o del efluente de didlisis de pacientes con TB (B)
y TA (C) cultivadas hasta la confluencia en presencia de ATTR 0, 50, 100 6 200
nM. Se muestra la media + ESM de tres experimentos. (A) *P<0.05 Control 50 y
100 nM de ATTR contra control 0 nM; **P<0.01 control 100 nM de ATTR contra
control 0 nM. ATTR, &cido todo trans retinoico; TB, transportador bajo; TA,

transportador.
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Figura 27. Efecto del ATTR en el tamafio de las microvellosidades en células
mesoteliales de TB y TA. Medicién del tamafio de las microvellosidades en
células mesoteliales control (A) o del efluente de didlisis de pacientes con TB (B)
y TA (C) cultivadas hasta la confluencia en presencia de ATTR 0, 50, 100 6 200
nM. Se muestra la media + ESM de tres experimentos. (B) **P<0.001 TB 50 nM
de ATTR contra TB 0 nM; **P<0.01 TB 100 y 200 nM de ATTR contra TB 0 nM.

ATTR, acido todo trans retinoico; TB, transportador bajo; TA, transportador alto.

8.16 Mejoramiento de la organizacion de la claudina-1 en el borde celular en

el TByen el TA por medio del ATTR

En las células mesoteliales control (Figura 28, panel a), la claudina-1 se localizo
en el borde celular (flechas), mostrando el tipico patron de “malla de gallinero”, en
el citosol (asterisco) y en el nucleo (cabeza de flecha). En el TB (Figura 28, panel
b), se observé fluorescencia en el nucleo (cabezas de flecha) y también en el

borde celular, siendo ésta débil y discontinua (flecha). En el TA (Figura 28, panel
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c), la marca para la claudina-1 en el borde celular fue débil y discontinua (flecha) y
también se observo claudina-1 en la region citosdlica (asteriscos). En los cultivos
control, el tratamiento con ATTR 50 y 100 nM (Figura 28, paneles d y g,
respectivamente) deslocalizé a la claudina-1 del borde celular (flechas). Mientras
que en el TB (Figura 28, paneles e y h) y en el TA (Figura 28, paneles f vy i), el
ATTR mejoro la localizacion de la claudina-1 en la UE (flechas), siendo mas

evidente con la concentracion de 100 nM (panel h y panel i, respectivamente).

CONTROL TB

Y S 4
’

onM

ATTR
50nM

100nM

Figura 28. Distribucion de la claudina-1 en células mesoteliales de TB y de
TA tratadas con ATTR. Inmunofluorescencia para la claudina-1 en células
mesoteliales derivadas del omentum (control) o derivadas del efluente de didlisis
de pacientes con TB o TA cultivadas hasta la confluencia en presencia de ATTR
0, 50 6 100 nM. Imagenes representativas de tres experimentos. Barra= 50 pum.

ATTR, acido todo trans retinoico; TB, transportador bajo; TA; transportador alto.
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8.17 Aumento de la expresion de la claudina-1 en los cultivos de TA debido
al ATTR

En condiciones basales, las células de los TB (Fig. 29B) y de los TA (Fig. 29C)
exhiben una disminucién en el contenido de la claudina-1 en la fraccion insoluble
o fraccibn membranal (250+3.1 y 595+0.4, respectivamente), comparados con el
grupo control (851+4.0) (Fig. 29A). En los cultivos control, el tratamiento con 100
nM de ATTR disminuyo la cantidad de la claudina-1 en la fraccién insoluble, sin
cambios en la cantidad de la claudina-1 en la fraccion soluble o fraccion citosoélica
(Fig. 29A). En contraste, en las células de los TA, el ATTR aumenté el contenido
de la claudina-1 en la fraccién insoluble, el cual fue acompafiado de una
reduccion en el contenido de esta proteina en la fraccion soluble (Fig. 29C). En el
TB, el ATTR no modifico el contenido de claudina-1 en ninguna de las fracciones.
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Figura 29. Expresion de la claudina-1 en cultivos de células mesoteliales de
TB y de TA tratados con ATTR. Andlisis por Western blot de la claudina-1 en la
fraccidon insoluble o membranal (FI, barras a cuadros) y en la fraccion soluble o
citosdlica (FS, barras a rayas) de células mesoteliales control (A), TB (B) y TA (C)
cultivadas con ATTR 0, 50 6 100 nM hasta la confluencia. Se muestra la media *
ESM de tres experimentos individuales. (A) **P<0.01 control FI con 100 nM de
ATTR contra control FI 0 nM. (C) *P<0.01 TA Fl con 50 6 100 nM de ATTR contra
TA FI 0 nM; *P<0.01 TA FS con 50 6 100 nM de ATTR contra TAFS 0 nM.
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8.18 Mejoramiento de la organizacion de la ocludina en el borde celular de

células mesoteliales de TB y TA mediado por el ATTR

En los cultivos control (Figura 30, panel a), la ocludina mostré una fina distribuciéon
a lo largo del borde celular (flecha). También se pudo observar marca en la region
citosolica (asteriscos) y en la region nuclear (cabezas de flecha). En el TB (Figura
30, panel b), la fluorescencia para la ocludina en la UE fue débil y mostré un
patrén discontinud (flechas). Al igual que en el grupo control, en el TB también se
observd marca de la ocludina en el nucleo (cabeza de flecha). Mientras que en el
TA (Figura 30, panel c), la ocludina se observé en el borde celular (flechas) v,
abundantemente, en la regién citoplasmatica de algunas células (asteriscos). En
las células control, el tratamiento con ATTR no modificd la localizacion de la
ocludina en la UE (Fig. 30, paneles d y g, flechas), mientras que con la
concentracion de 100 nM de ATTR se observo una disminucion de la ocludina en
la regiéon citoplasmatica (Fig. 30, panel g, asteriscos). En las células de los TB
(Figura 30, paneles e y h) y en las células de los TA (Fig. 30, paneles fy i), el

ATTR mejoro6 la localizacion de la ocludina en el borde celular (flechas).
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Figura 30. Distribucion de la ocludina en células mesoteliales de TB y TA
tratadas con ATTR. Inmunofluorescencia para la ocludina en células
mesoteliales derivadas del omentum (grupo control) o derivadas del efluente de
dialisis de pacientes con TB o TA cultivadas hasta la confluencia en presencia de
ATTR 0, 50 y 100 nM. Iméagenes representativas de tres experimentos
individuales. Barra= 50 um. ATTR, acido todo trans retinoico; TB, transportador
bajo; TA, transportador alto.

8.19 Aumento de la expresion de la ocludina en células mesoteliales de TA
tratadas con ATTR

En condiciones basales, las células de los TB (Fig. 31B) y de los TA (Fig. 31C)
exhiben una disminucion en el contenido de la ocludina en la fraccion insoluble o
fraccibn membranal (144 + 1.7 y 176+2.7, respectivamente), comparados con el
grupo control (294 £ 3.7) (Fig. 31A). En los cultivos control, el tratamiento con 100
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nM de ATTR disminuyo la cantidad de la ocludina en la fraccion soluble o
citosdlica (Fig. 31A). En las células de los TA, la concentracion de 50 y 100 nM de
ATTR incremento el contenido de la ocludina en la fraccién insoluble (Fig. 31C).
En el TB, el ATTR no modifico el contenido de la ocludina en ninguna de las
fracciones.
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Figura 31. Expresion de la ocludina en células mesoteliales de TB y TA
tratadas con ATTR. Andlisis por Western blot para la ocludina en la FI (barras a
cuadros) y en la FS (barras a rayas) de células mesoteliales control (A), TB (B) o
TA (C) cultivadas con ATTR 0, 50 6 100 nM hasta la confluencia. Se muestra la
media + ESM de tres experimentos individuales. (A) *P<0.05 control FS con 100
nM de ATTR contra control FS 0 nM. (C) **P<0.01 TA FI con 50 6 100 nM de
ATTR contra TA FI 0 nM. FI, fraccion insoluble o membranal; FS, fraccion soluble
o citosélica; TB, transportador bajo; TA, transportador alto; ATTR, acido todo trans
retinoico.

8.20 Mejoramiento de la distribucion de la ZO-1 en el borde celular de
células mesoteliales de TB y TA por medio del ATTR

En las células control, la ZO-1 se observo en el borde celular mostrando un patron
linear y continuo (Figura 32, panel a, flecha). En las células obtenidas del efluente

84



de didlisis de TB y TA (Figura 32, paneles b y c, respectivamente), se observo una
disminucién en la fluorescencia para la ZO-1 en la UE (flecha) comparadas con el
grupo control, siendo mas evidente en el TB. En los cultivos de TB y TA también
se observé marca para ZO-1 en la region citosolica (asteriscos). El tratamiento
con ATTR no modificé el patrén descrito para ZO-1 en el grupo control (Figura 32,
paneles d y g). En contraste, en el TB (Figura 32, paneles e y h, flechas) y en el
TA (Figura 32, paneles f y i, flechas), el ATTR mejor0 la localizacion de la ZO-1 en
el borde celular.

CONTROL

onM

ATTR
50nM

100nM

Figura 32. Distribucion de la ZO-1 en cultivos de células mesoteliales de TB
y TA tratados con ATTR. Inmunofluorescencia para la ZO-1 en células
mesoteliales derivadas del omentum (grupo control) o derivadas del efluente de
didlisis de TB o de TA cultivadas hasta la confluencia en presencia de ATTR 0, 50
6 100 nM. Imagenes representativas de tres experimentos. Barra= 50 um.
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8.21 Aumento de la expresion de la ZO-1 en cultivos de células mesoteliales
de TBy TA por el ATTR

En condiciones basales, las células de los TB (Fig. 33B) y de los TA (Fig. 33C)
exhiben una disminucioén en el contenido de la ZO-1 en la fraccion insoluble o
fraccion membranal (59 + 0.4 y 123 * 0.8, respectivamente), comparados con el
grupo control (183 * 0.8) (Fig. 33A). En las células de los TB, la concentracion de
50 y 100 nM de ATTR aumento la expresion de la ZO-1 en la fraccion insoluble o
membranal, sin modificar la fraccién soluble o citosélica (Fig. 33B). En el TA se
observé un incremento en la expresibn de la ZO-1 membranal con la
concentracion de 50 nM de ATTR (Fig. 33C), mientras que con la concentracion

de 100 nM disminuy6 el contenido de la ZO-1 en la fraccion soluble (Fig. 33C).
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Figura 33. Expresion de la ZO-1 en cultivos de células mesoteliales de TB o
de TA tratados con ATTR. Andlisis por Western blot de la ZO-1 en la Fl (barras a
cuadros) y en la FS (barras a rayas) de células mesoteliales control (A), TB (B) y
TA (C) cultivadas con ATTR 0, 50 6 100 nM hasta la confluencia. Se muestra la
media £ ESM de tres experimentos individuales. (B) *P<0.01 TB FI con 50 6 100
nM de ATTR contra TB FI 0 nM. (C) *P<0.01 TA FI con 50 nM de ATTR contra
TA FI 0 nM; *P<0.05 TA FS con 100 nM de ATTR contra TA FS 0 nM. FI, fraccion
insoluble o membranal; FS, fraccion soluble o citosodlica; TB, transportador bajo;
TA, transportador alto; ATTR, acido todo trans retinoico.
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8.22 Localizaciébn de la claudina-2 en cultivos de células mesoteliales
control, TB y TA tratados con ATTR

En las células control, la claudina-2 no se observd el patrén de “malla de
gallinero”, tipico de las claudinas. Esta proteina se localizé en el nucleo (Figura
34, panel a). Las células de los TB y los TA mostraron el mismo patrén observado
en el grupo control (Figura 34, paneles b y c, respectivamente). EI ATTR no
modificé la localizacion de la claudina-2 en ninguno de los grupos estudiados
(Figura 34, paneles d, g, e, h, fy ).
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Figura 34. Localizacion de la claudina-2 en cultivos de células mesoteliales
de TB y tratados con ATTR. Inmunofluorescencia para la claudina-2 en células
derivadas del omentum (grupo control) o en células derivadas del efluente de
didlisis de pacientes con TB o TA cultivadas hasta la confluencia en presencia de
ATTR 0, 50 6 100 nM. Imagenes representativas de tres experimentos. Barra= 50
um. TB, transportador bajo; TA, transportador alto; ATTR, acido todo trans
retinoico.
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8.23 Expresion de la claudina-2 en cultivos de células mesoteliales control,

TB y TA tratados con ATTR

Con el andlisis por inmunofluorescencia se observé que la claudina-2 se localiza
en el nucleo (Fig. 35), sin embargo, el analisis por Western blot mostré6 que
también hay claudina-2 en la fraccion insoluble o membranal de las células
control, TB y TA (Fig. 35, panel A, B y C). La cantidad de la claudina-2 en la
fraccion insoluble y soluble fue similar entre los grupos (Fig. 35, panel A, B, C). El

tratamiento con ATTR no modificé la cantidad de la claudina-2 en ninguno de los

grupos.
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Figura 35. Expresion de la claudina-2 en cultivos de células mesoteliales de
TB y TA tratados con ATTR. Analisis por Western blot de la claudina-2 en la Fl
(barras a cuadros) y en la FS (barras a rayas) de células mesoteliales control (A),
TB (B) y TA (C) cultivadas con ATTR 0, 50 6 100 nM hasta la confluencia. Se
muestra la media £+ ESM de tres experimentos individuales. FI, fraccion insoluble
o membranal; FS, fraccidn soluble o citosédlica; TB, transportador bajo; TA,

transportador alto; ATTR, acido todo trans retinoico.
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8.24 Mejoramiento de la distribucién de la claudina-8 en el borde celular de
células mesoteliales de TB y TA debido al ATTR

En las células control, la claudina-8 (Fig. 36, panel a) se observé en el borde
celular, formando una linea fina y continua (cabezas de flecha), y en el nucleo
(flecha). En el TB (Fig. 36, panel b) y en el TA (Fig. 36, panel c), la fluorescencia
para la claudina-8 en el borde celular fue débil mostrando un patrén punteado y
discontinuo (cabezas de flecha), pero en la regidon nuclear la marca fue intensa
(flecha). EI ATTR mejoro la distribucion de la claudina-8 en el borde celular de las
células control (Figura 36, paneles d y g, cabezas de flecha). En el TB (Fig. 36,
paneles e y h) y en el TA (Fig. 36, paneles f y i), el mismo efecto se observo
(cabezas de flecha).
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Figura 36. Distribucion de la claudina-8 en cultivos de células mesoteliales
tratadas con ATTR. Inmunofluorescencia para la claudina-8 en células derivadas
del omentum (grupo control) o en células derivadas del efluente de dialisis de
pacientes con TB o TA cultivadas hasta la confluencia en presencia de ATTR O,
50 6 100 nM. Imagenes representativas de tres experimentos. Barra= 50 um.
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8.25 Expresion de la claudina-8 en cultivos de células mesoteliales control,

TB y TA en presenciade ATTR

El andlisis por Western blot mostr6é que la cantidad de la claudina-8, en la fraccion
soluble e insoluble, fue similar entre el grupo control (Fig. 37, panel A), TB (Fig.
37, panel B) y TA (Fig. 37, panel C). El tratamiento con ATTR no indujo ningun
cambio en el contenido de la claudina-8 en el control y en el TB, mientras que en
el TA (Figura 37, panel C) se observd una tendencia, no significativa, a disminuir

la cantidad de la claudina-8 en la fracciéon soluble e insoluble.
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Figura 37. Expresion de la claudina-8 en cultivos de células mesoteliales de
TB y TA tratados con ATTR. Analisis por Western blot de la claudina-8 en la FI
(barras a cuadros) y en la FS (barras a rayas) de células mesoteliales control (A),
TB (B) y TA (C) cultivadas con ATTR 0, 50 6 100 nM hasta la confluencia. Se
muestra la media £ ESM de tres experimentos individuales. Fl, fraccion insoluble
o membranal; FS, fraccién soluble o citosélica, TB, transportador bajo; TA,

transportador alto; ATTR, acido todo trans retinoico.
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8.26 Resistencia eléctrica transepitelial de monocapas de células

mesoteliales de pacientes con TBy TA

El transporte de agua y de solutos a través del mesotelio durante la dialisis ocurre
principalmente a través de la ruta paracelular. La permeabilidad a través de esta
ruta es evaluada por la medicion de la resistencia eléctrica transepitelial (RET),
mientras mas baja sea la resistencia, mas permeable es un epitelio, y viceversa.
Se midié la RET de las monocapas de las células mesoteliales control, TB y TA
(Fig. 38). No se encontro diferencia significativa entre la RET del grupo control (11
+ 0.9 Qecm?) y el TB (9 + 0.7 Qecm?). En contraste, la RET de los TA fue
significativamente baja (6 + 1.1 Qecm?) (Fig. 38).
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Figura 38. Resistencia eléctrica transepitelial de monocapas de células
mesoteliales de control, TB y TA. Monocapas de células mesoteliales derivadas
del omentum (grupo control) o del efluente de dialisis de TB o TA cultivadas hasta
la confluencia en filtros cubiertos con colageno, a las cuales se les midi6 la
resistencia eléctrica transepitelial (RET). Se muestra la media + ESM de seis
experimentos individuales por duplicado. *P<0.01 TA comparado con el grupo

control. TB, transportador bajo; TA, transportador alto.
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8.27 Disminucion de la resistencia eléctrica transepitelial en monocapas de
células mesoteliales control y de TB debido al ATTR

El tratamiento con ATTR disminuyd la resistencia eléctrica transepitelial (RET) de
las monocapas control de 11 + 0.9 Qecm? a 3 + 1.0 Qecm?con la concentracion
de 50 nM, y de 11 + 0.9 Qecm? a 4 + 2.4 Qecm? con la concentracién de 100 nM
(Fig. 39, panel A). El mismo efecto fue observado en las monocapas de los TA.
En las monocapas de los TA, el ATTR disminuy6 la RET de 6 + 1.1 Qecm? a 4 +
0.7 Qecm? con la concentraciéon de 50 nM, y de 6 = 1.1 Qecm? a 4 + 2.5 Qecm?
con la concentracion de 100 nM (Fig. 39, panel C). En contraste, en las
monocapas de los TB, el tratamiento con ATTR no modificé la RET, pero si
contribuy6 a un establecimiento temprano de la RET comparado con el grupo que
no recibio el retinoide (Fig. 39, panel B).
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Figura 39. Resistencia eléctrica transepitelial en monocapas de células
mesoteliales control, TB y TA tratadas con ATTR. Curso temporal de la RET
en monocapas de células mesoteliales control (A), TB (B) y TA (C), cultivadas
hasta la confluencia en presencia de ATTR 0 nM (circulos blancos), 50 nM
(triangulos negros) 6 100 nM (cuadrados blancos). Se muestra la media £+ ESM de
tres experimentos por duplicado. (A) **P<0.01 control con 50 nM de ATTR al dia 7
y 9 contra control 0 nM al dia 7 y 9; **P<0.01 control con 100 nM de ATTR al dia 7
y 9 contra control 0 nM al dia 7 y 9. (B) *P<0.05 TB con 100 nM de ATTR al dia 1
contra TB 0 nM al dia 1. (C) **P<0.01 TA con 50 nM de ATTR al dia 7 y 9 contra
TAOnMaldia7y?9; *P<0.01 TA con 100 nM de ATTR aldia 5,7y 9 contra TAO
nM al dia5,7y09.
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8.28 Determinacion de la permeabilidad a aniones en monocapas de células

mesoteliales control, TB 'y TA

La permeabilidad de las monocapas fue determinada por la medicion del flujo de
dextran-FITC anionico de diferentes tamafios. En las monocapas control, la
permeabilidad para el dextran de 10 kDa y para el de 70 kDa fue similar (Fig. 40).
Esta respuesta también se observo en los cultivos de los TB y de los TA (Fig. 40).
Por otra parte, se observé que las monocapas de los TB y de los TA son menos
permeables al dextran de 10 kDa y 70 kDa, en comparacion con las monocapas
control (Fig. 40), lo cual indica que las monocapas de los TB y de los TA oponen

mas resistencia al paso de aniones en comparacion con el grupo control.
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Figura 40. Comparacion del coeficiente de permeabilidad del soluto (CPS)
entre células control, TB y TA. CPS de células control, TB y TA para dextran-
FITC de 10 (barras blancas) 6 70 kDa (barras negras) en condiciones basales. Se
muestra la media + ESM de tres experimentos por duplicado. °P<0.05 TB dextran
de 70 kDa contra control dextran de 70 kDa; *P<0.05 TA dextran de 10 kDa contra
control dextran de 10 kDa; # P<0.05 TA dextran de 70 kDa contra TA dextran de
70 kDa. TB, transportador bajo; TA, transportador alto.
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8.29 Disminucion de la permeabilidad de las monocapas al dextran, en el TA
por el tratamiento con ATTR

El efecto del ATTR en la permeabilidad de las monocapas también se evalud. El
tratamiento con ATTR no modificd la permeabilidad al dextran de 10 kDa, de las
monocapas control y TB (Fig. 41, panel A). En contraste, en las monocapas de los
TA se observo una disminucion en la permeabilidad al dextran de 10 kDa, cuando
se trataron con 50 y 100 nM de ATTR (Fig. 41, panel A). En cuanto al dextran de
70 kDa, con el tratamiento de ATTR se observé una tendencia, aunque no fue
estadisticamente significativa, a disminuir la permeabilidad para el dextran de 70
kDa en los controles (Fig. 41, panel B). Mientras que en los TB y los TA, el ATTR
no indujo cambios en la permeabilidad para el dextran de 70 kDa (Fig. 41, panel
B).
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Figura 41. Coeficiente de permeabilidad del soluto (CPS) en células control,
TB y TA tratadas con ATTR. CPS para Dextran de 10 kDa (A) y 70 kDa (B) en
monocapas control (barras blancas), TB (barras a cuadros) o TA (barras rayadas)
sembradas en filtros y cultivadas hasta la confluencia en presencia de ATTR 0, 50
y 100 nM. Se muestra la media + ESM de tres experimentos por duplicado. (A)
*P<0.05 TA con 50 6 100nM de ATTR contra TA OnM. ATTR, &cido todo trans
retinoico; TB, transportador bajo; TA, transportador alto.
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9. DISCUSION

La insuficiencia renal es la incapacidad de los rifiones para realizar sus funciones
y se clasifica en: insuficiencia renal aguda o crénica. La insuficiencia renal aguda
ocurre rapidamente y es provocada por una pérdida severa de liquidos
(quemaduras o diarrea), por traumatismos (sindrome de aplastamiento muscular
masivo) o por farmacos. En contraste, en la insuficiencia renal cronica, la
disminucién de la funcién renal es progresiva resultado de la destruccién gradual
(durante un lapso de tiempo) del tejido renal. Este tipo de insuficiencia renal es
provocada por infecciones, medicamentos, lesiones que se acompafan de
isquemia renal, la diabetes, la hipertension, la ateroesclerosis o malformaciones
congénitas. En la insuficiencia renal aguda, con el tratamiento adecuado, los
rifones pueden recuperar su funcion normal, mientras que en la insuficiencia
renal cronica, el paciente debe recurrir a tratamientos que sustituyan la funcion
renal para seguir viviendo. Entre los tratamientos para la insuficiencia renal
cronica se encuentran: el trasplante de rifién, la hemodidlisis y la diélisis
peritoneal. Aunque el trasplante de rifiébn es la mejor opcién, sus posibilidades son
limitadas debido a la escasez de donadores, por tal motivo, la mayoria de las
personas con insuficiencia renal crénica tienen que recurrir a alguna de las formas
de dialisis. La dialisis peritoneal ha sido la méas utilizada en México por varias
décadas, en 1996 se reportd que la prevalencia de pacientes en didlisis peritoneal
fue de 200 pacientes por millon de personas (89), en 1998 aproximadamente, el
91% de los pacientes que requerian didlisis, se encontraban en didlisis peritoneal
(90) y para el 2007, México se considerd como el pais con mayor utilizacién de la
dialisis peritoneal, en el mundo (91). La dialisis peritoneal es un tratamiento que
consiste en infundir una solucién dializante en la cavidad abdominal (a través de
un catéter colocado por cirugia en la cavidad abdominal), que permanece ahi de 4
a 6 h para que extraiga los desechos y los liquidos excedentes de la sangre a
través del peritoneo; posteriormente la solucion dializante es drenada y se vuelve
a reemplazar por una solucion de dialisis nueva. A este proceso de eliminacién y
reposicidn de liquido se le llama “cambio”. La dialisis peritoneal se clasifica en dos
tipos: en dialisis peritoneal ambulatoria continua (DPAC) y en didlisis peritoneal
automatizada (DPA). En la DPAC, el paciente puede dializarse en su casa o en el

lugar de trabajo, en esta modalidad el paciente requiere de 4 cambios en un dia
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(por lo menos) y los horarios son: en la mafana, al medio dia, por la tarde y al
acostarse. Al hacer estos 4 cambios, la sangre se esta limpiando continuamente.
En contraste, la DPA se realiza durante la noche y se requiere de una maquina
cicladora que realiza los cambios. En esta modalidad, mientras el paciente
descansa o duerme, la maquina se encarga de infundir y drenar el liquido 4 veces
durante la noche, dejando la solucion dializante en contacto con el peritoneo
aproximadamente 2 h. El éxito de la dialisis a largo plazo depende de la
preservacion de la integridad y de la funcion de la membrana peritoneal. A
diferencia de la hemodidlisis en la que se usa un filtro nuevo cada vez que se
realiza, en la dialisis peritoneal, el peritoneo siempre es el mismo y en éste se
modifica el comportamiento del transporte de solutos y de liquidos, a lo largo del
tiempo. Se ha reportado que mas del 40 % de los pacientes en DPAC presentan
fallas en la ultrafiltracion, esta falla es considerada la causa mas frecuente de
desercion en la DPAC (92). La ultrafiltracion falla debido a un aumento en el
transporte de solutos en la membrana peritoneal. El aumento en la permeabilidad
del peritoneo se ha relacionado con el tiempo de dialisis, la incidencia de
peritonitis, la diabetes mellitus y la comorbilidad (5,93-95). Sin embargo, la
contribucion de estos factores sobre el aumento en el transporte peritoneal aun
sigue en controversia. Por otra parte, nosotros encontramos que algunos de
nuestros pacientes mostraban un aumento en el transporte de solutos desde el
inicio de la DPAC. Los factores que contribuyen con un transporte peritoneal alto
al comienzo de la DPAC no han sido claramente establecidos. Sin embargo, se ha
reportado que en pacientes con diabetes mellitus, con enfermedad cardiovascular
o con enfermedad hepética (cirrosis) se observa un transporte de solutos alto al
inicio de la DPAC (96-98). La velocidad del transporte peritoneal depende del area
superficial peritoneal efectiva y de la permeabilidad, esta dltima se encuentra
afectada por la circulacién sanguinea peritoneal. Chung y col., (2000) reportaron
que existe una relacion entre la velocidad del transporte peritoneal y la
comorbilidad. La comorbilidad es un término médico que describe el efecto de una
o mas enfermedades, en un paciente, sobre la enfermedad primaria, en este caso
la insuficiencia renal crénica. La comorbilidad puede afectar la microcirculacion,
modificando las caracteristicas del transporte peritoneal (97). En adicion, se ha
sugerido que el tipo de transporte peritoneal podria estar relacionado con el

género. Se ha descrito que hay una alta proporciéon de hombres dentro del grupo
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de los TA (96,99). En un estudio de 60 pacientes en DPAC, Ates y col., (1996)
reportaron que el D/P de creatinina estaba fuertemente correlacionado con el
género masculino (99). Otro estudio mostré que hay una alta proporcion de
hombres con un aumento en la velocidad de transporte de solutos (96). En
nuestro estudio encontramos que la mayor parte de los TA son hombres y que en
los TB, la minoria son hombres (Tabla 1). También se ha descrito que la uremia
per se puede ser un factor que contribuya con el transporte peritoneal alto en los
pacientes antes de iniciar la DPAC. Por ejemplo, el peritoneo de ratas
parcialmente nefrectomizadas (extirpar una parte del riidn) mostré un aumento en
la permeabilidad asociado con una sobreregulacion en la sintasa de éxido nitrico,
del factor de crecimiento endotelial vascular y del factor de crecimiento basico de
fibroblastos, y una acumulacion en los productos finales de glicosilacion avanzada
(100). En otro estudio realizado en biopsias del peritoneo de pacientes urémicos,
no dializados, se demostré que la uremia aumenta la vasculopatia de una manera
similar a la observada en el peritoneo de pacientes en DPAC (101). Ademas,
Vaziri y col., (2012) demostraron que la exposicidn de las células epiteliales
intestinales a suero urémico dafia sus UE y la funcion de la barrera (102). Es
probable que el transporte alto en algunos de los pacientes al inicio de la DPCA
esté relacionado con el género, la comorbilidad o la uremia. En este estudio no
se recopilo la informaciébn acerca de las enfermedades que los pacientes
padecieron antes o al momento de iniciar la didlisis y tampoco se obtuvieron los
valores de uremia en el suero de los pacientes al inicio de la dialisis. Sin embargo,
se sugiere realizar un estudio hecho en pacientes mexicanos, con una muestra de
pacientes mas grande, donde se contemplen las enfermedades, el género y los
valores urémicos de los pacientes antes de iniciar la dialisis para analizar la
distribucion de estos parametros en los dos tipos de transportadores y determinar
su posible relacién con el tipo de transporte peritoneal, y comparar los resultados

con los de los otros investigadores.

La eficiencia de la DPAC como tratamiento depende importantemente de la
permeabilidad del peritoneo. La prueba de equilibrio peritoneal descrita por
Twardowski y col., (1989), fue desarrollada con el propdsito de evaluar la tasa de
transporte peritoneal de los pacientes en DPAC (103). Basado en los resultados

de la prueba, el tipo de transporte peritoneal de un paciente determinado puede
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clasificarse como: transportador alto (TA), transportador promedio alto,
transportador promedio bajo o transportador bajo (TB)(103). La distribucion de los
pacientes dentro de estas categorias puede variar, en un estudio realizado en
México en 1999, Cueto-Manzano y col., reportaron que un alto porcentaje de los
pacientes en DPAC se encuentra dentro de los transportadores promedio alto o
promedio bajo (68 %), mientras que un pequefio porcentaje de la poblacion (32
%) son transportadores alto o bajo (93). Estos dos ultimos, son los grupos de
mayor interés en la clinica. El tipo de transporte peritoneal se ha asociado con los
resultados de los pacientes en DPAC; por ejemplo los pacientes con TA muestran
tasas de sobrevida significativamente menores que los pacientes con otro tipo de
transporte (104,105). En los TA, la eliminacién de fluidos y de pequefios solutos
es baja, ademas tienen una alta pérdida de proteinas y un aumento en la
absorcion de glucosa, estas alteraciones resultan en una sobrecarga de liquidos,
desnutricion y anormalidades lipidicas, que aumentan la mortalidad en estos
pacientes (5,104,105). Por otra parte, los TB tienen una adecuada ultrafiltracion,
pero debido a su transporte peritoneal lento, la eficiencia en la eliminacion de
solutos es baja (5). Para este estudio, se decidi6 trabajar con los grupos de TA 'y
TB, debido a las complicaciones técnicas que presentan en la DPAC y que en el
caso de los TA, tienen un alto impacto en su sobrevivencia. Los cambios en el
transporte peritoneal durante la DPAC a largo plazo estan asociados con cambios
en la morfologia del peritoneo que incluyen una reduccion del mesotelio,
engrosamiento submesotelial y vasculopatia (106). Se ha considerado que el
dafio a las células mesoteliales, es la causa primaria de la disminucién en la
ultrafiltracién y en la eficacia de la DPAC (64,106). Varios autores han descrito la
morfologia de las células mesoteliales (en cultivo) en condiciones normales y en
los pacientes en DPAC (6,57,58,107). Sin embargo, hasta el momento se
desconocen las caracteristicas morfolégicas de las células mesoteliales cuando
los pacientes se comportan como TB o TA, asi que en este estudio se exploraron
las caracteristicas morfolégicas y funcionales de las células mesoteliales de los
pacientes en DPAC que se comportan como TB o TA. Para estudiar la morfologia
de las células se realizaron cultivos de las células mesoteliales obtenidas del
efluente de dialisis de pacientes en dialisis con TB o TA. Una de las ventajas mas
importantes de usar las células mesoteliales derivadas del efluente de dialisis, es

gue estas células son representativas del mesotelio remanente y que pueden
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reflejar el estatus funcional y estructural del tejido peritoneal (58). Se ha
argumentado que las células del efluente no son representativas del mesotelio, ya
que pueden ser células comprometidas a desprenderse del tejido. Sin embargo,
datos obtenidos in vivo e in vitro indican que las células mesoteliales liberadas en
el efluente de didlisis son representativas de una poblacion de células
mesoteliales que permanece unida al peritoneo (57,108-110). En cultivo, las
células mesoteliales derivadas del efluente de DPAC pueden presentar una
morfologia de empedrado, una morfologia transicional, una morfologia
fibroblastica o una mezcla de estas poblaciones (57), y ocasionalmente, también
se pueden observar células hipertroficas solas o acompafiadas de células de
tamafio normal (58). Nosotros encontramos que las células de los TB y los TA de
pacientes en DPAC exhiben cambios en el fenotipo celular, caracterizado por la
adquisiciéon de un fenotipo hipertréfico y la expansion de la superficie celular. Es
importante mencionar que este fenotipo se encuentra mas marcado en los TB, ya
que en los TA todavia hay presencia de células de tamafio normal. La hipertrofia
celular se ha relacionado con la hiperglicemia. Wolf y col., (2001) demostraron
gue la exposicidon de las células mesangiales a un medio con un alto contenido de
glucosa, altera el metabolismo y el ciclo celular de estas células, desarrollando
finalmente hipertrofia (111). Otros estudios realizados en células endoteliales
humanas, en células del tabulo proximal de cerdo (LLC-PK1), en células del
tubulo proximal de ratén y en fibroblastos humanos, muestran que la exposiciéon a
un ambiente alto en glucosa (mas alto que 20 mM/L) por periodos de entre 3y 8
dias induce hipertrofia celular (112-114). Se ha descrito que las CMPH expuestas
a un medio con alta glucosa exhiben hipertrofia (61). De una manera similar,
nosotros encontramos que los pacientes con TB o TA exhiben hipertrofia. Se ha
descrito que un fenotipo hipertrofico en las células mesoteliales, se asocia con un
proceso de senescencia (6,58,115). La senescencia en las células mesoteliales
se caracteriza por la adquisicion de un fenotipo hipertrofico distinguido por un
aumento en el area superficial de la célula, células multinucleadas, baja
proliferacion celular, reducida viabilidad, un aumento en la actividad enzimatica,
un aumento en la expresion de genes que inhiben el ciclo celular como p21Wail y
p27XP1 y un aumento en la expresion de marcadores senescentes como la B-
galactosidasa asociada a la senescencia (61,116). Aunque no se realizO un

analisis morfométrico, por medio de las microfotografias se observé que las
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células de los TB exhiben un area superficial mayor que las células control (Fig.5,
paneles ay e), lo cual se corrobord por la disminucion en el numero de células por
campo (Fig.6). Para saber si las células de los TB y los TA tenian caracteristicas
de senescencia se midio la proliferacién celular. Estadisticamente se encontrd
que la proliferacion celular en los TB y los TA, no muestran una diferencia
significativa con respecto al grupo control. Por otra parte, se esperaba que la
proliferacion en los TB fuera menor que en los TA, debido a que en el TB, el
aumento en el tamafio celular fue mas evidente, sin embargo, nuestros datos
muestran que no hay diferencias entre estos dos grupos. Esto sugiere que las
células hipertréficas observadas en los TB y en los TA, no necesariamente
corresponden a células senescentes. Con respecto a esto, Gotloib (1996)
describe que la exposicion in vivo de las células mesoteliales a una solucién con
4.5 % de glucosa, no induce cambios degenerativos en las células, ya que al
estudiarlas por microscopia electronica, las células grandes tenian numerosas
microvellosidades, un aumento en la cantidad de reticulo endopldsmico rugoso,
mitocondrias normales y una membrana basal intacta (117). Sumado a esto,
Gotloib se refiere a las células hipertroficas como células que se adaptan, por
medio de la induccibn de enzimas y de un aumento en los componentes
ultraestructurales, para poder responder a la continua exposicion de la alta
concentracion de glucosa en el ambiente extracelular (117). Nosotros
encontramos que en los TB, las microvellosidades eran mas largas y abundantes
qgue en las del grupo control, lo cual sugiere una mayor actividad metabdlica en
estas células y quizas un proceso adaptativo. En adicion, en los TA se observo
dafio severo de la ultraestructura caracterizado por una reduccion significativa en
el ndmero de sus microvellosidades y alteraciones morfoldgicas en los cilios.
Después de varios meses en dialisis, las células mesoteliales pierden sus
microvellosidades. Fang y col., (2004) reportaron que a los 15 meses en DPAC,
no se observan microvellosidades en las células mesoteliales (56). El tiempo que
estuvieron nuestros pacientes en DPAC fue de 29.6 £ 7.0 meses para los TB y de
17.0 £ 6.6 meses para los TA. A pesar de que estadisticamente no hubo
diferencia significativa en el tiempo en dialisis, entre estos dos grupos,
encontramos que los TB preservan sus microvellosidades, mientras que en los
TA, las microvellosidades estan casi ausentes, similar a lo descrito por Fang y

col., (2004) (56). Esto sugiere que las células de los TA son mas sensibles al
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dafio por la glucosa que las células de los TB. En este estudio encontramos que
los cultivos de células mesoteliales de los pacientes en dialisis con TB o TA
exhiben células hipertréficas, y que mas que ser indicativas de senescencia
celular, pueden ser resultado de una respuesta adaptativa a la agresion por la
glucosa, en los TB. Sin embargo, es importante considerar el estudio del ciclo
celular, la expresion de genes que inhiben el ciclo celular y de marcadores de
senescencia, asi como, la actividad metabdlica, en las células de los TB y TA, con
el fin de confirmar si hay un proceso temprano de senescencia. En adicion
nuestros hallazgos indican que las células de los TA son mas sensibles a la

agresion del liquido de dialisis que las células de los TB.

La transicién epitelio-mesénquima (TEM) juega un papel importante en los
procesos patologicos como tumorigénesis y en desérdenes cronicos asociados
con la acumulacion de la matriz extracelular y la fibrosis. Existen estudios que
reportan que las células mesoteliales del peritoneo sufren la TEM una vez que
inicia el tratamiento de DPAC (57,58,118). Durante la TEM, las células epiteliales
adquieren un fenotipo fibroblastico y la capacidad de migrar y de remodelar su
matriz extracelular (18). Durante este proceso, las células epiteliales modifican
gradualmente la organizacibn de su citoesqueleto y la expresion de los
marcadores de tipo epitelial (la E-cadherina, la citoqueratina, la ZO-1, etc., los
cuales se encuentran ausentes en los fibroblastos), sobreexpresando marcadores
de tipo mesenquimal (la vimentina, la a-actina del musculo liso (a-AML), la
proteina superficial de fibroblastos-1, colageno I, 1l y el factor transcripcional snail)
(58,118,119). En este estudio, se exploré la expresion de marcadores epiteliales y
mesenquimales en células de TB y TA, para evaluar la presencia de TEM en
estos cultivos. La citoqueratina es un marcador epitelial que se encuentra
altamente expresado en células mesoteliales, mientras que en fibroblastos se
encuentra ausente. La ausencia o disminucion en la expresion de la citoqueratina
es un indicativo de TEM en CMPH (57,58). En los cultivos de los TB y los TA se
observaron cambios en la organizacion de los filamentos intermedios de
citoqueratina-18. Es importante mencionar que estos cambios en la organizacion
de la citoqueratina-18, no eran igual al observado en una célula mesotelial en
TEM, en donde los filamentos se observan extendidos (57). En las células de los

TB, la citoqueratina-18 se observé perinuclear, al igual que en las células control,
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pero la marca para esta proteina fue mas intensa que en el grupo control, y en
algunas células se observaba empastada. En los TA, los filamentos de
citoqueratina-18 no se encuentran delimitando al nucleo como en el control y
ademas, en algunas células se ve la formacién de proyecciones. Sin embargo,
estas alteraciones no corresponden con una célula en TEM. Otro aspecto
importante es que el contenido de citoqueratina-18 en los TB y los TA era igual al
del grupo control, lo cual indica que estas células aun preservan un fenotipo
epitelial. Para corroborar esto también se explor6 la expresion de marcadores de
tipo mesenquimal (vimentina y a-AML) en estos cultivos. A diferencia del grupo
control en el que los filamentos de vimentina se encuentran perinuclear, en los TB
y los TA estos filamentos se observaron extendidos en todo el cuerpo celular,
dando la apariencia de una célula aplanada. Esta reorganizacién de los filamentos
puede estar relacionada con la hipertrofia celular en estos cultivos, en donde, el
area superficial de la célula aumenta y el citoplasma se extiende (116). La
expresion de la vimentina y de la a-AML se encuentra aumentada solo en los TB.
La TEM es un proceso que se acompafia de cambios morfolégicos y de cambios
en la expresibn de marcadores epiteliales y mesenquimales (22,57,115,120).
Nuestros resultados indican que a pesar de que las células de los TB y los TA
exhiben una reorganizacion en sus filamentos intermedios y un aumento en la
expresion de marcadores mesenquimales, aun preservan un fenotipo epitelial
evidenciado por la expresion de la citoqueratina-18, la ausencia de células con
morfologia fibroblastica en cultivo y la presencia, aunque reducida en los TA, de
microvellosidades y de los cilios. En adicion, el aumento de marcadores
mesenquimales en los TB podria indicar el inicio de un proceso de TEM en estos
cultivos. La TEM es inducida por citocinas, por componentes de la matriz
extracelular y por factores de crecimiento. Se ha reportado que el factor de
crecimiento transformante-f1 (FCT- 1) induce la TEM en cultivos de CMPH
(121). La expresion del FCT-B1 en las células de los TB estuvo aumentada tres
veces mas en comparacion con el control, mientras que en el TA, aunque no fue
significativo, se observé un aumento discreto de este factor. Estos resultados
sugieren que la expresion alta de la vimentina y de la a-AML, en los TB, podria

estar relacionada con el aumento en la expresion del FCT-B1 en estos cultivos.

102



Las microvellosidades y el cilio de las células mesoteliales son estructuras que
actuan como receptores y transductores del ambiente extracelular (122). Esto lo
logran a través de la presencia de receptores, de transportadores y de canales
gue se encuentran localizados en la membrana del cilio y de las microvellosidades
(123,124). Tanto las microvellosidades como los cilios protegen a la superficie
mesotelial de la friccion a través de la captura de agua y la secrecion de
exudados. Por lo tanto, la reduccién en el numero de estas estructuras podria
tener consecuencias en la funcion peritoneal. Las CMPH control y las células
provenientes de pacientes en dialisis exhibieron células multiciliadas, con dos o
mas cilios originados del mismo penacho ciliar o adyacente a éste. El tamafio
promedio del cilio en el grupo control, TB y TA fue de 4.1 + 0.2um, similar a lo
reportado por Bird y col., (4.9 £ 0.6um), en CMPH (11). Los cultivos de los TA y
los TB mostraron una reduccion en el nimero de células ciliadas en comparacion
con el grupo control, siendo mas pronunciada en el TA. Las células pueden perder
su cilio primario por dos mecanismos: por resorcion o desciliacion. La resorcion es
un proceso normal en el cual las células gradualmente retraen el cilio para entrar
en mitosis. En contraste, la desciliacion es la pérdida del cilio en respuesta al
estrés ambiental (125). La desciliacion se ha documentado en varias células
epiteliales ciliadas incluyendo el oviducto, el cual experimenta desciliacién en
respuesta a hormonas o infecciones microbianas, y el tracto respiratorio superior,
el cual se descilia en respuesta al humo del cigarro y a infecciones (125). Durante
la DPAC, las células mesoteliales estdn expuestas a grandes volumenes de
liquido de dialisis (hasta 2 L), esto causa la dilucion de los mediadores humorales
secretados por las células, lo cual puede provocar que el cilio no detecte las
sefales del medio extracelular. En adicion, es probable que los componentes del
liquido de didlisis alteren la sensibilidad de los receptores localizados en la
superficie del cilio. En estos cambios podrian alterar la funcion del cilio y resultar
en un aumento en la actividad biosintética y en la estimulacion de cambios
morfolégicos. Como mencionamos anteriormente, las células de los TA parecen
ser mas vulnerables al dafio producido por el liquido de dialisis y es probable que
la reducciéon marcada en el porcentaje de células ciliadas en los TA, sea una
respuesta para no comprometer la integridad de la célula. En varias de las células
de los TA, el cilio estaba fusionado a la membrana y en algunos casos se

observaban estructuras redondas “perlas” o “ramificaciones” rodeando la parte del
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cuerpo o de la punta del cilio. Es importante sefialar que en los TA se observaron
estructuras alargadas como “microvellosidades” embebidas en la membrana
celular, lo cual le daba una apariencia rugosa. Haciendo un acercamiento al cilio,
en los TA, se observo que estas “microvellosidades” se unen con el cilio (patron
ramificado), mientras que en otras imagenes las “perlas” parecen ser las puntas
de estas “microvellosidades” saliendo a la superficie celular. Sin embargo, es
importante verificar si estas estructuras son microvellosidades. En cuanto a las
microvellosidades, a pesar de tener el mismo tiempo en DPAC, las células de los
TA mostraron una importante reduccién en el tamafio y en el nimero de sus
microvellosidades (91 %), mientras que en los TB, las microvellosidades fueron
largas y abundantes. Sumado a esto, las microvellosidades en los TA se
encontraban fusionadas. La formacién de las microvellosidades en las células
mesoteliales aun no ha sido descrita. Se ha reportado que el numero de
microvellosidades en las células mesoteliales en regeneracion, puede variar y es
dependiente de la carga aniénica del glicocalix (126). Kultti y col., (2006)
reportaron que la presencia de acido hialuronico en el glicocalix de las células
MCF-7 (células de adenocarcinoma de mama humano) es esencial para la
formacion de las microvellosidades y que el largo de estas protrusiones, es
dependiente de la actividad de las sintasas de acido hialurénico y de la velocidad
con que se sintetiza el &cido hialurénico (127). Durante la DPAC, los
constituyentes del glicocdalix, son diluidos y removidos con cada cambio de
solucion de didlisis. La pérdida de los componentes del glicocalix podria tener un
impacto sobre la formacion de microvellosidades en las CMPH (128). Las CMPH
sintetizan acido hialurénico, es posible que la formacién de las microvellosidades
en las CMPH esté regulada por la sintesis de acido hialurénico como en las
células MCF7, pero se requieren de estudios para corroborar la participacion del
acido hialurénico en la formacién de las microvellosidades en las CMPH y evaluar
su expresion en los cultivos de los TA y los TB. Con nuestros resultados podemos
concluir que las células de los TA son mas sensibles que los TB al liquido de
didlisis, ya que sus cilios y microvellosidades exhiben cambios morfolégicos, los

cuales mas que un signo de degeneracion podrian ser sefial de adaptacion.

El dafo a las células mesoteliales, las cuales actian como una barrera de

permeabilidad selectiva para regular el paso de solutos y de agua entre el
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compartimiento intravascular y la cavidad peritoneal, es considerado la causa
primaria de la hiperpermeabilidad y/o de la fibrosis peritoneal. El transporte de
solutos durante la DPAC, en las CMPH, ocurre principalmente a través del
espacio paracelular. Las CMPH poseen diferentes tipos de uniones intercelulares,
entre ellas la union estrecha (UE)(38,64,129). La UE regula el paso de moléculas,
iones y agua a través de la via paracelular (31). La alta concentracion de glucosa
contenida en el liquido de didlisis, asi como los productos de degradacion de la
glucosa generados por el proceso de esterilizacién por calor, la hiperosmolaridad,
el FCT-B1 y las especies reactivas de oxigeno, son factores que dafian a las UE
de las CMPH en la DPAC (38,63,64,130). También se ha reportado que el pH
acido de las soluciones de didlisis dafia a las UE de las CMPH (131). Como
medidas para disminuir el dafio causado por las soluciones de dialisis
convencionales, se ha sugerido el uso de icodextrina, de polimeros de glucosa o
de poliéter, como agentes osmoticos, en lugar de la glucosa, y el uso de
bicarbonato para neutralizar el pH acido (131-133). La uremia es otro factor que
causa dafio morfolégico al peritoneo (100,101,134) y a las UE en células
epiteliales de intestino de rata (102). Los pacientes con TB o TA exhiben
diferencias en el transporte peritoneal de solutos, sin embargo, los cambios en las
UE, las cuales juegan un papel importante en controlar la permeabilidad y en
mantener la organizacién de los tejidos, se desconocen aun en las CMPH de

estos pacientes.

En este estudio se explord la expresién y la distribucién de las proteinas de la UE:
la claudina-1, la ocludina y la ZO-1 en cultivos de CMPH de pacientes con TB o
TA. La inmunofluorescencia para la claudina-1, la ocludina y la ZO-1 fue linear y
continua a lo largo del borde celular en las células control, mientras que en los TB
y los TA fue débil y discontinua, siendo mas severo este efecto en el TB. El
analisis por Western blot confirmo6 que en los pacientes con TB o TA, la expresion
de la claudina-1, la ocludina y la ZO-1 estaba disminuida con respecto al grupo
control, siendo mas evidente en el TB. Con estos resultados se observd que los
TB y los TA tienen una reduccion en la expresion de las proteinas de la UE,
siendo mas marcada en el TB. El FCT-B1 es un factor que puede alterar la
expresion de las proteinas de la UE como se menciond en el péarrafo anterior

(65,66). Ito y col., (2000) demostraron que el FCT-B1 disminuye la expresion y
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altera la organizacion de las proteinas de la UE, en las CMPH (64). Se ha
propuesto que el dafio en las UE de las CMPH inducido por la alta glucosa del
liguido de didlisis, es mediado por el FCT-B1, ya que el uso de un anti-FCT-31
reduce los efectos de la glucosa en las UE (64). En parrafos anteriores se
describié que en los TB, la expresiéon del FCT-f1 se encuentra tres veces
aumentada en los TB con respecto a los controles, por lo tanto es probable que la
disminucién marcada en la expresion de las proteinas de la UE, en los TB, esté

asociada con la sobreexpresion del FCT-31, en estos cultivos.

Ademas de la claudina-1 también se estudié por primera vez, la expresion y la
distribucion de las claudinas -2 y -8 en los cultivos de CMPH sanas y de pacientes
en DPAC. La claudina-2 es una proteina que forma un canal paracelular selectivo
para cationes pequefios (44) y también un canal paracelular para agua (135). Se
selecciond la claudina-2 porque es una proteina caracteristica de epitelios muy
permeables como el tabulo proximal de rifion y el intestino delgado, los cuales se
caracterizan por un alto transporte de iones y de agua (135). El tabulo proximal de
rifion tiene una resistencia eléctrica transepitelial (RET) de 5 a 8 Qecm?, los
valores de la RET en los cultivos de las CMPH (6 a 11 Qecm?) son similares a los
del tubulo proximal, por lo tanto, es probable que las CMPH expresen la claudina-
2. Nuestro estudio demostré que en condiciones normales, las CMPH expresan la
claudina-2, pero no se encuentra localizada en los bordes celulares, sino en el
nacleo. Esta distribucion, ademas, se observo en los cultivos de los TA y los TB.
El analisis por Western blot del grupo control mostré una banda muy tenue para la
claudina-2 en la fraccién insoluble (membranal), mientras que la banda para la
claudina-2 en la fraccion soluble (citoplasmatica) fue mas intensa, confirmando
con esto, los resultados obtenidos por la inmunofluorescencia. ElI Western blot
para los TB y los TA mostrd el mismo patron observado en el grupo control. La
claudina-8 es una proteina que provee una barrera para cationes mono y
divalentes(46). Esta proteina es caracteristica de epitelios poco permeables, se
encuentra expresada en el intestino delgado y en el grueso, en la prostata y en la
nefrona (46,48,49). Se ha reportado que la induccién de la expresién de la
claudina-8 en cultivos celulares (MDCK Il) induce un aumento en la RET (50). La
claudina-1 es una proteina caracteristica de epitelios poco permeables como el

tubulo distal y el tabulo colector (52), sin embargo se sabe que las CMPH la
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expresan, a pesar de tener una RET baja. La claudina-8 al igual que la claudina-1
es una proteina formadora de barrera, asi que se estudié su expresion en los
cultivos de CMPH. La fluorescencia para la claudina-8, en las células control, fue
continua a lo largo del borde celular y también se observé en el nucleo. Al
comparar la marca de la claudina-8 con la de claudina-1, en los controles, se noto
que la linea continua que dibuja la claudina-8 alrededor de las células es mas
delgada que la observada para la claudina-1. En los TB y los TA, la marca para la
claudina-8 se observo en el nucleo y, solo en pocas células, en el borde celular
con un patrén punteado y discontinuo. Con estos resultados podemos concluir
gue las CMPH expresan las claudinas -2 y -8, de las cuales, la claudina-2 no
participa en la regulacién de la permeabilidad de la UE, ya que se encuentra
localizada en el ndcleo y no en la UE. En adicion, el que la claudina-2 se localice
en el ndcleo, sugiere que esta proteina podria tener otra funcidn, quizas

transcripcional, ademas de la de formar canales paracelulares.

La resistencia transepitelial (RET) refleja la integridad funcional de las uniones
intercelulares en varios tipos celulares (136-138). La RET mide el flujo de todos
los iones a través de un epitelio, la medicion se realiza aplicando una corriente
transepitelial, posteriormente se mide el potencial generado, y utilizando la ley de
Ohm se calcula la resistencia al flujo de corriente (139). Entonces, una RET alta
indica que un epitelio es poco permeable, mientras que una resistencia baja
refleja un epitelio muy permeable. La permeabilidad de las CMPH de los TB y los
TA fue evaluada por la medicibn de la RET. Las monocapas control y las
monocapas de los TB no mostraron diferencias en los valores de RET, mientras
que las monocapas de los TA exhibieron una RET mas baja en comparacion que
los controles y los TB. Nosotros observamos que en las CMPH, la claudina-1vy la -
8 se encuentra en el borde celular en los controles, mientras que en los TB estas
proteinas estan casi ausentes, sin embargo, sus valores de RET son iguales entre
los controles y los TB. La RET neta de un epitelio esta dada por todas las
claudinas que constituyen a la UE. El dafio en la claudina-1 y -8 en los TB no
modifica la RET, ya que su RET es igual a la de los controles, esto sugiere que la
claudina-1 y -8 no regulan la RET en las CMPH, lo cual indica que aunque estas
proteinas se encuentran en la UE, no la estan sellando. Sin embargo, la

importancia en la expresién de la claudina-1 y -8 en las CMPH, podria ser el
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mantenimiento de la polaridad celular, mas que la regulacion del transporte
paracelular. En adicion es importante caracterizar la expresion tanto de claudinas
formadoras de barrera (la claudina-3, -4, -11, -14 6 -19) como de formadoras de
canales (la claudina-10 6-15)(30;46;140) en las CMPH, y ademas estudiar su
participacion en la regulacion de la UE, para poder justificar los hallazgos
encontrados y conocer las claudinas que regulan la RET en las CMPH. Ademas,
la baja RET en los TA con respecto al control y el TB, sugiere la presencia de
diferentes poros para cationes y aniones (139), entre estos grupos. En conclusion,
la claudina-1 y -8 no participan en la regulacion de la RET en las CMPH, y las
monocapas de los TA son mas permeables que las monocapas de los TB y de los

controles.

Otra manera de evaluar la permeabilidad de la via paracelular es la medicién del
flujo de dextran (28). El tamafio y selectividad de los poros en la UE se puede
evaluar usando dextranes de diferentes tamafios, neutros o con carga (28). En
este trabajo se midi6 el flujo de dextran-FITC anionico de 10 y de 70 kDa en las
monocapas de células control, TB y TA. En condiciones basales, las monocapas
control fueron igualmente permeables al dextran de 10 y de 70 kDa, por el tamafio
del dextran se esperaba que la permeabilidad para el dextran de 10 kDa fuera
mayor que la del dextran de 70 kDa. Los dextranes utilizados tenian la misma
carga, lo cual sugiere que la permeabilidad en los controles depende de la carga y
no del tamafio. En las monocapas de los TB y los TA tampoco hubo distincion
entre el tamafo de los dextranes, la permeabilidad para el dextran de 10 kDa fue
igual a la del dextran de 70 kDa. Al comparar con las monocapas control, la
permeabilidad de los TB y los TA a los diferentes dextranes, las monocapas de
los TB y los TA mostraron ser menos permeables a los dextranes de 10 y 70 kDa
gue las monocapas control. Estos resultados muestran cambios en la selectividad
ionica del poro en los TB y los TA con respecto al grupo control, caracterizados

por una disminucion en la permeabilidad a aniones.

Los cambios en la morfologia y en la funcion fueron diferentes entre las células de
los TB y los TA. Tratando de encontrar una explicacion de los hallazgos
anteriormente descritos, analizamos los datos clinicos de los pacientes (Tabla 1).

Se sugirié que los cambios morfolégicos y funcionales de los TB y los TA, podrian
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estar relacionados con la edad y con el tiempo en dialisis, pero como se menciono
en parrafos anteriores no hubo diferencias, entre los TB y los TA. Los cambios
funcionales del peritoneo con respecto al tiempo en dialisis se han relacionado
también con los episodios de peritonitis. En los TB, el 46.6 % de los pacientes
tuvieron peritonitis, mientras que los TA solo el 33.3 % de los pacientes tuvieron
peritonitis. Sin embargo, es importante mencionar que estos eventos se
presentaron 6 meses antes del estudio. En adicion, Wong y col., (2000)
describieron que la velocidad de transporte en pacientes con repetidos episodios
de peritonitis (3 6 mas episodios) no fue diferente de aquellos que tuvieron solo un
episodio de peritonitis (94). Sin embargo, Wong y col., describen que la funcién
del peritoneo se modifica solo cuando la peritonitis es severa, describiéndola
como una peritonitis en la que se requiere cambiar el catéter o de un tratamiento
con antibiéticos por mas de tres semanas (94). En este estudio no se llevo el
registro de la causa y la duracién de la peritonitis, ni del tipo de antibiéticos con
los que fue tratada la peritonitis en los pacientes estudiados. Sin embargo, mas
que el tiempo de dialisis, la edad y la peritonitis consideramos que los cambios
entre los TB y los TA, estan mas relacionados con la dosificacion de la dialisis.
Como se menciond anteriormente, la desventaja de los TA en la DPAC, es que
pierden el gradiente osmético muy rapido y por lo tanto no hay una buena
remocion de liquidos, asi que estos pacientes requieren de un mayor numero de
cambios (5 6 6 cambios), con permanencias cortas en cavidad (de 1 h o0 menos),
un mayor volumen de liquido de didlisis y una concentracion de glucosa alta. En el
caso de los TB, la eliminacion de liquidos es excelente pero la depuracion de los
solutos es baja, asi que estos pacientes requieren de 4 cambios, con
permanencias largas (de 3 a 4 h). En general, el TB esta “humedo” durante el dia,
es decir su cavidad peritoneal siempre esta llena de liquido, mientras que en los
TA estan “secos” durante el dia, es decir su cavidad peritoneal esta vacia.
Considerando los tratamientos de didlisis, el peritoneo de los TB se encuentra
mas tiempo expuesto a las soluciones de dialisis, casi todo el dia, mientras que en
los TA, el peritoneo tiene periodos de descanso. Por otro lado, aunque el TA tiene
periodos de descanso, su tratamiento también podria impactar la funcién del
peritoneo, ya que al tener mas cambios, las sustancias que son secretadas por
las células mesoteliales son removidas con mayor frecuencia. Con lo mencionado

podemos sugerir que la hipertrofia, el aumento en la expresion del FCT-1, el
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aumento en los marcadores de TEM, el dafio y reduccion importante en las UE
observados en los TB, en comparacion con los TA, podria ser resultado de que
los TB estdn méas expuestos al liquido de didlisis que en los TA, esto ultimo apoya
la hipétesis de que los cambios en las células de los TB son resultado de un
proceso adaptativo. Por otra parte, en el TA, la pérdida de las microvellosidades,
considerando la hipétesis de que la formacion de las microvellosidades depende
del glicocalix, podria deberse a la remocidén constante del glicocdlix, en estos
cultivos. A reserva de que se corrobore lo antes mencionado, la dosificacion de la
didlisis puede tener un papel importante en los cambios morfolégicos y

funcionales de las células mesoteliales, en la didlisis a largo plazo.

El acido todo trans retinoico (ATTR) regula varios programas genéticos que son
criticos para el control del desarrollo, la homeostasis, la proliferacion y la
diferenciacion celular, asi también como la muerte y la sobrevivencia celular
(141). ElI ATTR regula la expresion de los genes a través de dos tipos de
receptores nucleares: los receptores para acido retinoico (RAR) y los receptores
para retinoides X (RXR) , los cuales estan compuestos de tres subtipos (a,  and
y)(73). Se ha reportado que en las células mesoteliales, el acido retinoico induce
la adquisicién de un fenotipo epitelial (16) y en varios tipos celulares induce la
formacién de la UE (79,82,83,142,143). En este trabajo se exploré el efecto del
ATTR en la morfologia y en la funcién de las CMPH provenientes de pacientes
con TB o TA.

Al tratar los cultivos de los controles, los TB y los TA con ATTR se observé que el
tratamiento con ATTR redujo el tamafio de las células y con ello la presencia de
células hipertréficas, en los cultivos de los TB, mientras que en las células de los
controles y los TA, el ATTR no tuvo ningun efecto. La hipertrofia inducida por la
alta glucosa en las CMPH ha sido asociada con el estrés oxidativo y el FCT-
B1(115). Se ha demostrado que la exposicion continla y prolongada a agentes
oxidantes induce hipertrofia, y consecuentemente senescencia prematura y la
activacion de mecanismos que conducen a apoptosis (144). Las CMPH
hipertroficas presentan un aumento en la generacion de las especies reactivas de
oxigeno, una disminucion en el contenido de glutation (principal antioxidante), y

dafio oxidativo en el ADN evidenciado por la presencia de 8-hidroxi-2-

110



deoxiguanosina (marcador de dafo oxidativo en el ADN) (145,146). En cuanto al
FCT-B1, Ksiazek y col., (2007) demostraron que la exposicion de las CMPH al
FCT-B1 produce hipertrofia (61). De acuerdo con estos hallazgos, se encontr6 que
los niveles del FCT-B1 estuvieron elevados en los TB y en estos cultivos se
observd un aumento en el tamafio promedio de las células e hipertrofia. EI ATTR
tiene efectos antioxidantes (147), ademas dependiendo del tipo celular, el ATTR
puede incrementar o disminuir la expresion del FCT-B1 (148-151). En un modelo
de DP en rata, el ATTR disminuy0 la expresion peritoneal del FCT-B1 (152). De
acuerdo con esto, se encontro que el ATTR disminuyo la expresion del FCT-B1 en
las células de los TB, mientras que en los controles y en los TA, el ATTR no
modifico la expresion de este factor. En adicion, la disminucién de la expresion del
FCT-B1 en el TB estuvo acompafada de una reduccion en el tamafo de las
células y en el nimero de las células hipertroficas, en estos cultivos. Los
resultados sugieren que la hipertrofia en las células mesoteliales de los TB esta
asociada con la expresion del FCT-B1, ya que la disminucién en la expresién del
FCT-B1 inducida por el ATTR, se acompafé de una reduccién en el nimero de
células hipertroficas. En adicién, es probable que los efectos antioxidantes del

ATTR también contribuyan con la reversion de la hipertrofia observada en los TB.

También se estudio el efecto del ATTR en la TEM en los cultivos de las células
mesoteliales de los TB y los TA. En ambos grupos, el ATTR indujo la
reorganizacion de los filamentos intermedios de vimentina y de citoqueratina-18, y
redujo la expresion de la vimentina y de la a-AML. Anteriormente, se mencioné
que el FCT-B1 es un inductor de la TEM en las CMPH, en los TB este factor de
crecimiento estuvo aumentado, mientras que los TA tuvieron valores iguales a los
del control. El tratamiento con ATTR solo disminuyo la expresion del FCT-31 en el
TB, sin embargo en ambos, TB y TA, el ATTR redujo la expresion de la vimentina
y de la a-AML, y reorganizo los filamentos intermedios, lo cual sugiere que los
efectos del ATTR observados en los TB y los TA, podrian ser mediados por un
mecanismo diferente al de la disminucién en la expresion del FCT-B1. Se ha
reportado que la proteina cinasa activada por mitégeno p38, también conocida
como p38MAP cinasa, inhibe la induccion de la TEM en las CMPH (153). Strippoli
y col., (2010) mostraron que el uso de un inhibidor de la via p38 (SB203580)

induce la desorganizacion de los filamentos de citoqueratina, una disminucion en
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la expresion de la citoqueratina y la ZO-1, y aun aumento en la expresion de la
vimentina, en las CMPH (153). Ademas, estos autores mostraron que la inhibicion
de la via p38 aumenta la translocacion nuclear y la actividad transcripcional de
p65 NF-xB, un importante inductor de la TEM (153). Se ha descrito que el acido
retinoico activa a la via p38MAP cinasa (76), esta activacion requiere de la
formacion de un complejo entre el RARa (presente en la membrana) con una
proteina Gagq, en respuesta al tratamiento con acido retinoico (76). Aqui se mostro
que el ATTR revirtio la tendencia a un proceso de TEM en los cultivos de los TB y
los TA. Los efectos del ATTR podrian estar mediados por la activaciéon de la via
p38.

Existe evidencia de que el acido retinoico y la activacion de los RAR inducen
ciliogénesis (154-157). El tratamiento con ATTR indujo un aumento en el tamafo
del cilio en las células control a partir de la concentracion de 100 nM de ATTR y
en los TA a partir de la concentracion de 50 nM de ATTR. En condiciones basales
los cultivos de los TB y los TA mostraron una reduccion en el porcentaje de las
células ciliadas en comparacion con el grupo control, siendo mas importante en el
TA. El tratamiento con ATTR indujo un aumento en el porcentaje de células
ciliadas en el TB a patrtir de la concentracion de 50 nM de ATTR, mientras que en
el TA fue a partir de la concentracion de 100 nM de ATTR. La informacion acerca
del o los mecanismo(s), por el cual, el acido retinoico induce la ciliogenesis es
escasa. Hill y col., (1998) reportaron que el &cido retinoico induce un aumento en
la expresion de la 15-lipooxigenasa y de la sintasa de la prostaglandina-H,
enzimas asociadas con ciliogénesis, en células epiteliales traqueo bronquiales de
humano (158). Por otra parte, Larre y col., (2011) reportaron que la ouabaina
induce la ciliogénesis en las células MDCK y que depende de la activacion de la
via de las proteinas cinasas reguladas por sefiales extracelulares (ERK1/2) (159).
Se ha reportado que el ATTR activa la via de ERK1/2 en las células COS-1 (linea
celular de rindbn de mono verde africano) y que esta activacion afecta el ciclo
celular prolongando la fase G1, a través de un aumento en la expresion de la
proteina p27 (160). Este podria ser un mecanismo, sin embargo es necesario
corroborar la participacion de la via de ERK1/2 en los efectos observados por el
ATTR enlos TB y los TA, y estudiar los efectos del ATTR sobre el ciclo celular. En
contraste con los TB y los TA, en el grupo control la concentracion de 100 y 200
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nM de ATTR causé una reduccion en el porcentaje de las células ciliadas. Los
cilios son estructuras postmitéticas presentes en las células que se encuentran en
la fase GO/G1 y al inicio de la fase S del ciclo celular, que es cuando las células
estan en un estado no proliferativo (122). En este trabajo no se evalué el efecto
del ATTR sobre el ciclo celular, sin embargo seria importante, para determinar si
la reduccion del porcentaje de células ciliadas en el control, se debe a que las
células estan en una fase proliferativa. Por otro lado, se ha descrito que el
desarrollo del cilio est4 asociado con la polaridad celular (125,159). En las células
control, el tratamiento con ATTR deslocalizé a la claudina-1 del borde celular y
esto se acompafio de una reduccion en su expresion en la fraccién insoluble
(membranal), es posible que el ATTR esté causando cambios en la polaridad de
las células control y con ello, la pérdida del cilio en estas células. Considerando
este razonamiento, entonces el aumento en el porcentaje de las células ciliadas
en los TB y los TA puede ser debido a que el tratamiento con ATTR ayude al
establecimiento de la polaridad en estos cultivos. Esta hipotesis es muy probable
dado que el ATTR disminuyd la expresion de los marcadores mesenquimales, y
aumento la expresion de las proteinas de la UE y las relocalizé en el borde
celular, favoreciendo la adquisicion de un fenotipo epitelial. Nuestros resultados
mostraron que el ATTR induce un aumento en el tamafio del cilio en las células
control y en los TA, y ciliogénesis en las células de los TB y los TA, mientras que
en los controles, a las concentraciones mas altas (100 y 200 nM) tienen el efecto
opuesto. La ciliogénesis inducida por el ATTR podria estar relacionada con el

establecimiento de la polaridad celular.

El efecto del ATTR sobre las microvellosidades también se explord. El tratamiento
con ATTR aumento el tamafio de las microvellosidades en el TB, mientras que en
los TB y los TA no tuvo efecto. En cuanto al nimero de microvellosidades, el
ATTR aumenté el nimero de microvellosidades solo en el grupo control. En
cuanto a la morfologia de las microvellosidades, en el TA (microvellosidades
fusionadas), el ATTR no tuvo ningun efecto. Hasta el momento no existe
evidencia sobre la participacion del acido retinoico en la formacién de las
microvellosidades. Se ha descrito que el RAR esta involucrado en la sintesis del
RNAmM de la sintasa de acido hialuronico (161), como se mencioné en parrafos

anteriores, el acido hialurénico induce la formacién de las microvellosidades en
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las células MCF-7 (células de adenocarcinoma de mama humano). En adicion,
Pasonen y col., (2008) mostraron que el ATTR incrementa la sintesis del acido
hialuronico y la expresion de su sintasa en cultivos de queratinocitos de rata
(162). Sin embargo, es necesario estudiar si el acido hialurénico participa en la
formacion de microvellosidades en las CMPH. Con nuestros resultados podemos
concluir que el ATTR no modifica la forma de las microvellosidades y no induce

su formacion, en los cultivos de los TB y los TA.

El ATTR juega un papel importante en la formacion de la UE, a través de
mecanismos transcripcionales mediados por el heterodimero RAR/RXR (79,82).
Se ha descrito que la interrupcion de la via de sefializacion del acido retinoico, a
través de mutaciones en los RAR y en los RXR, se encuentra asociada con la
desorganizacion de la arquitectura epitelial, tal como la que se observa en tejidos
cancerosos (79). Chung y col., (2010) demostraron que en las células de Sertoli
de un raton deficiente del RARa, se presenta un retraso en la incorporacién de la
Z0O-1 dentro de la UE (163). La activacion transcripcional depende de la formacion
del heterodimero RAR/RXR, el cual reconoce una secuencia, en el ADN, llamada
elementos de respuesta para el acido retinoico (RARE del inglés Retinoica acid
response elements). Un estudio bioinformatico revelé que varios genes que son
componentes de la UE y de las uniones comunicantes, estan contenidos en la
secuencia RARE (163). Se ha descrito que el ATTR induce la expresion de las
proteinas de la UE en varios tipos celulares como: las células F9 de carcinoma
embrionario, en las células MDCK y en los queratinocitos orales (79,82,83). En
este trabajo se estudié por primera vez el efecto del ATTR en la expresién y en la
distribucién de las proteinas de la UE en CMPH normales y de pacientes en
didlisis. En el control, el ATTR deslocalizé a la claudina-1 del borde celular y
disminuy6 su expresion con la concentracion de 100 nM, pero no modificé la
expresion, ni la distribucion de la ocludina, la ZO-1 y la claudina-2. En adicion, en
el control, el ATTR localiz6 a la claudina-8 en el borde celular, observandose una
distribucion mucho mejor en comparacion con las que no recibieron el ATTR. En
el TBy en el TA, el tratamiento con ATTR mejoro la localizacion de la claudina-1y
-8, la ocludina y la ZO-1 en el borde celular. Ademas, el tratamiento con ATTR
aumentd la expresion de la claudina-1, la ocludina y la ZO-1 en el TA, y la

expresion solo de la ZO-1 en el TB, pero no modificé la expresiéon de la claudina-2
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y -8, en el TB y en el TA. La localizacion de las proteinas de la UE y el grado de
sellado de la UE, esta regulada por la fosforilacion. La fosforilacion de las
claudinas, la ocludina y la ZO-1, impactan la funcién de las células epiteliales y
endoteliales (28). La fosforilacion puede ser lograda por la accion de diferentes
cinasas sobre distintos residuos (tirosina, serina, trionina o cisteina) en la misma
proteina (28). Las MAP cinasas estan involucradas en la regulacion de la UE (28).
p38 es uno de los miembros de la familia de las MAP cinasas. En las CMPH se ha
descrito que la inhibicién de la via p38 resulta en la desorganizacion de la E-
cadherina y la ZO-1 (153). Se ha reportado que el acido retinoico induce la
activacion de la via p38 (76). La relocalizacion inducida por el ATTR de las
proteinas claudina-1 y -8, la ocludina y la ZO-1 dentro de la UE, en los TB y los
TA, podria estar mediada por la via p38 6 por la activacion de otras cinasas (la
PKC, la PKA, la PKG, la PI3K, las cinasas de las cadenas ligeras de miosina o la
via de Rho) o fosfatasas (PP1, PP2A o PP2B) que también regulan el grado de
fosforilacion de la UE (28). Nuestros resultados indican que los efectos del ATTR
favorecen la relocalizacion y/o la expresion de las proteinas de la UE,
principalmente en las células donde existen alteraciones en la UE, como en las
células de los TB y los TA, ya que el tratamiento con ATTR en el grupo control

induce deslocalizacion y disminucion, en la expresion de la claudina-1.

El ATTR regula la resistencia eléctrica transepitelial (RET) de la UE en varios
tipos celulares (82,164,165). Tobioka y col., (1996) reportaron que el ATTR
aumenta la resistencia eléctrica transepitelial (RET) en las células mesoteliales
del peritoneo de rata (136). Nuestros resultados mostraron que el ATTR
disminuye la RET, en las células control y en las células de los TA, mientras que
en el TB, el ATTR no modificd la RET, pero ayudo6 a que la RET se estableciera
antes, en comparacion con las células que no recibieron el retinoide. La
disminucion de la RET inducida por ATTR también ha sido observada en las
células Caco-2 (células de cancer de colon) y en las células CasKi (células
cervicales humanas) (142,164). Es importante notar que en el grupo de Tobioka y
col., (1996) se uso6 una concentracion de ATTR mucho mas alta (100 uM) que la
utilizada en este trabajo (50 y 100 nM). La diferencia en la concentracion del
ATTR utilizada por el grupo de Tobioka y col. y en este trabajo puede estar

relacionada con la especie (humano en este estudio y rata en el trabajo de
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Tobioka), sugiriendo que las células humanas son mas sensibles que las células
de rata, al tratamiento con ATTR. Con nuestros resultados podemos concluir que
el ATTR regula la RET de las CMPH control y de los TA, mientras que en los TB,
el ATTR no modifica la RET.

Posteriormente, se evalué el efecto del ATTR en los flujos de dextran aniénicos
de 10 y 70 kDa. En el grupo control, el ATTR no modificé la permeabilidad al
dextran de 10 kDa, mientras que con el dextran de 70 kDa se observa una
tendencia, aunque no fue significativa, a reducir su permeabilidad. En los TB, la
permeabilidad al dextran de 10 y 70 kDa, no fue modificada por el tratamiento con
ATTR. Pero en el TA, el ATTR indujo una disminucién en la permeabilidad al
dextran de 10 kDa, lo cual indica que en las monocapas de los TA, el ATTR
disminuye la permeabilidad a aniones. Con estos resultados se puede concluir
qgue el ATTR no modifico la permeabilidad para aniones en los controles y en los
TB, pero si restringié su paso en los TA, lo cual sugiere que el ATTR indujo
cambios en la actividad, selectividad y/o en la forma del poro, en los TA.

Los efectos del ATTR en la RET y en la permeabilidad al dextran fueron diferentes
entre los TB y los TA. Los efectos del ATTR son mediados a través de receptores
nucleares (79). Ademas de los receptores nucleares, los efectos del ATTR
dependen del balance entre su sintesis y su metabolismo (166), y su
biodisponibilidad (82). La biodisponibilidad del ATTR depende del transporte y
distribuciéon de la vitamina A, el cual es mediado por un grupo especifico de
proteinas: la proteina fijadora de retinol (RBP, retinol binding protein), que
transporta al retinol desde el higado hacia sus células blanco; la proteina fijadora
de retinol celular (CRBP, celular retinol binding protein) y la proteina fijadora de
acido retinoico celular (CRABP, celular retinoic acid binding protein), ambas
proteinas se encuentran dentro de las células (167,168). La importancia del
complejo vitamina A/ acarreadores son marcadores de biodisponibilidad. Aguilera
y col., (2002) reportaron que aungque los niveles de vitamina A estan aumentados
en el plasma de los pacientes en didlisis, se observan frecuentemente algunos
signos clinicos de hipovitaminosis (169). Esto se debe a que los pacientes tienen
una baja expresion de la RBP, una proteina sensible a la deficiencia de proteinas

y de zinc, por lo tanto, si el suplemento de nutrientes es bajo, los pacientes
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pueden mostrar signos de deficiencia de vitamina A, aun si su ingesta es
adecuada (169). Es probable que las diferentes respuestas al tratamiento con
ATTR observados en el TB y en el TA, puedan ser resultado de diferencias en la
expresion y en la funcion de las moléculas involucradas en la via de sefializacion

y/o en la biodisponibilidad del ATTR, en estos pacientes.
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10. CONCLUSIONES

m Las células mesoteliales de pacientes en dialisis peritoneal ambulatoria
continua con TB o TA exhiben cambios morfolégicos y funcionales que

pueden estar asociados con la dosificacion de la dialisis.

B Las monocapas de las células de los TB y de los TA exhiben
permeabilidades diferentes, correlacionAndose con la permeabilidad

peritoneal descrita en estos pacientes.

m Se demostré que las CMPH expresan claudina-2 y -8, y que la baja RET en
las CMPH no se debe a la claudina-2, ya que esta se localiza en el nucleo

y no en la UE.

m La baja RET observada en las monocapas de las CMPH normales, a pesar
de que expresan la claudina-1 y -8, sugiere que aunque estas proteinas se
encuentran en la UE no la estan sellando, o que no tienen una participacion

importante en la regulacion de la RET, en estas células.

m El ATTR ayuda a la preservacion del fenotipo epitelial en las CMPH de los

pacientes en didlisis peritoneal ambulatoria continua con TB o TA.

m El ATTR induce la expresion de las proteinas de la UE y ayuda a su
localizacion en la UE de una manera diferencial, en las CMPH de los TB y
de los TA.

m El ATTR induce cambios en la permeabilidad de las monocapas control y
en las monocapas de los TA, lo cual puede estar relacionado con cambios
en la expresion de las proteinas de la UE o con cambios en la actividad y/o
selectividad de los poros paracelulares inducidos por el ATTR, en estos

cultivos.
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11. CONCLUSION GENERAL

B Las células mesoteliales de los TB o los TA, tienen cambios
morfolégicos y funcionales, que pueden estar asociados con la
permeabilidad peritoneal descrita en estos pacientes. Estos cambios
morfolégicos y funcionales pueden estar relacionados con la

dosificacion de la didlisis peritoneal en estos pacientes.

m El ATTR puede ser una alternativa terapéutica para mantener la
integridad del mesotelio en los pacientes en didlisis peritoneal, ya
que los efectos del ATTR descritos estan a favor de preservar la
integridad de las células mesoteliales y con ello prolongar la funcion
peritoneal.
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12. PERSPECTIVAS

m Estudiar el ciclo celular, la expresion de genes que inhiben el ciclo celular y
de marcadores de senescencia, asi como, la actividad metabdlica, en las
células de los TB y TA, con el fin de confirmar si la hipertrofia observada en
estos cultivos corresponde a un proceso temprano de senescencia o a un
proceso adaptativo.

m Estudiar si el &cido hialurénico participa en la formacion de las
microvellosidades, en las CMPH.

m Estudiar si las estructuras alargadas que rodean al cilio, en los TA, son
microvellosidades.

m Estudiar la expresion de claudinas formadoras de barrera (la claudina -3, -
4, -11, -14 6 -19) y de claudinas formadoras de canales (la claudinas -10 6
-15), en las CMPH, asi como su participacion en la regulacion de la UE.

m Estudiar el efecto del ATTR en la angiogénesis inducida por los liquidos de
dialisis, en un modelo de dialisis peritoneal en rata.

m Estudiar la selectividad por tamafio (dextranes neutros de diferente
tamafo) y por carga (dextranes catidnicos) de la ruta paracelular en las
CMPH de los TBy los TA, y el efecto del ATTR.

m Estudiar si los efectos del ATTR en la expresion de los marcadores de
TEM, en las CMPH de los TB y de los TA, son a través de la via p38MAP
cinasa.

m Estudiar la participacion de la via ERK1/2 en la ciliogénesis inducida por el
ATTR, enlos TBy en los TA.

m Estudiar la expresion de los RAR en las CMPH de los TB y los TA, ya que
las diferentes respuestas observadas en estos cultivos al tratamiento con
ATTR, podria ser por modificaciones en la expresion o funcion de estos
receptores.

m Estudiar si las CMPH sintetizan el ATTR, asi como su contenido en las
CMPH de los TB y los TA, y si el ATTR exdégeno modifica su sintesis.
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PREPARACION DE SOLUCIONES

Preparacion del medio de cultivo

En todos los ensayos se utiliz6 medio de cultivo compuesto por una mezcla de las
siguientes soluciones: Dulbecco’s Modified Eagle Medium (D-MEM/F12) con 1.8 g
de bicarbonato de sodio, 2 mL de HEPES 1 M, 15 mL de suero fetal bovino, 200
pL de antibidtico (penicilina 100 U/mL y estreptomicina 100 pg/mL), 1 mL de
glutamina (2 pg/mL), 100 uL de transferrina (5 pg/mL), 100 pL de insulina (5
pMg/mL) y 80 pL de hidrocortisona (0.4 pug/mL). Una vez preparada la solucion, se

esterilizo por filtracion y se guardé a una temperatura de 4 °C.

Preparacion del acido todo trans retinoico (ATTR)

Se disolvieron 3 mg de ATTR en 1 mL de Dimetil sulfoxido, obteniéndose una
solucién stock, con una concentracion de 10 mM. De esta solucion se tomaron 10
pL y se diluyeron con 990 pL de medio de cultivo, para tener una concentracion
de 100 pM. Posteriormente, se tomaron 10 pL de esta solucion y se diluyeron con
990 yL de medio de cultivo, para tener una concentracion final de 1uM. Se
guardaron protegidas de la luz, en un ambiente de nitrdgeno y se mantuvieron a -

20 °C hasta su uso.

Preparacion del amortiguador RIPA del inglés Radio Immuno Precipitation
Assay, para el aislamiento de proteinas unidas a la membrana (fraccion
insoluble)

Reactivos Para preparar 100 mL Concentracion final
Tris-HCI pH=7.6 0.4844 g 40 mM

NaCl 0.8766 g 150 mM
EDTA 0.076 g 2mM
Glicerol 10 mL 10 %

Triton X-100 1mL 1%
Deoxicolato de Na 05¢9 0.5%

SDS 0.2g 0.2 %

A 80 mL de agua desionizada, en agitacion, se le adicionan cada uno de los

reactivos y posteriormente se lleva a 100 mL con agua desionizada.




Preparacion del

amortiguador

MBL para el

citosodlicas (fraccion soluble)

aislamiento de proteinas

Reactivos Para preparar 100mL Concentracion final
Triton X-100 1mL 1%
Tris HCI pH=7.6 0.191¢ 20 mM
NacCl 0.876 g 150 mM
EDTA 0.0744 g 2 mM
Fluoruro de Na 0.020 g 5mM
Ortovanadato de Na 0.0183 g 1 mM

A 80 mL de agua desionizada, en agitacion, se le adicionan cada uno de los
reactivos y posteriormente se lleva a 100 mL con agua desionizada.

Preparacion del Laemmli

5x

Reactivos Para preparar 10mL Concentracion final
Tris HCI 0.378 g 312.5 mM

SDS 19 10 %
Glicerol 5mL 50 %
2-B-mercaptoetanol 2.5 mL 25 %

Azul de bromofenol 0.05¢g 0.5%

A 10 mL de agua, en agitacion, sele adicionan cada uno de los reactivos y se

ajusta el pH a 6.8.

Preparacion del buffer de corrida

Reactivos Para preparar 1 L (5X)
Tris-Base 15¢g
Glicina (192 mM) 729
SDS 59

Se adiciona a 1L de agua desionizada, en agitacion, cada uno de los reactivos.
Posteriormente, de esta solucién 5x, tomar 200 mL, se lleva a 1 L con agua
desionizada (solucién 1x) y se ajusta el pH a 8.3
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Preparacion del buffer de transferencia

Reactivos Para preparar 2L
Tris 6.05¢g
Glicina 28.8 ¢
Metanol 400 mL

Se adiciona al metanol el Tris poco a poco, en agitacion, y después la glicina.
Posteriormente se lleva a un volumen de 1.8 L con agua desionizada, se ajusta el

pHa8.3yseaforaa?2lL.

Nota: Se proteger el buffer de la luz utilizando un frasco ambar y se mantiene en

refrigeracion.

Preparacion del Ringer bicarbonato

Se pesan 0.0292 g de glutamina y se colocan en un matraz aforado de 100 mL,
posteriormente, se adicionan a) 5.75 mL de NaCl 2 M, b) 2.5 mL de NaHCOs 1M,
c) 6.25 ml de KzHPO4 0.8 My d) 2 mL de MgSOa4 0.1 M. Después se agrega agua
desionizada, aproximadamente ¥ partes, 1 mL de CaClz 0.1 M lentamente (gota a
gota) para evitar que se precipite. Finalmente se afora a 100 mL con agua

desionizada, se agita y se ajusta el pH a 7.5.
Nota: en caso de que se precipite el CaClz, se burbujea la solucién con

carbdgeno hasta que la solucién se torne cristalina. Posteriormente se mide el pH

y se ajusta a 7.5.
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