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RESUMEN

Antecedentes: La diabetes y la hipertension son las primeras causas de
enfermedad renal crénica. La dialisis peritoneal es una terapia de sustitucion de la
funcidn renal. La principal causa de pérdida de la cavidad abdominal para dialisis
peritoneal es el deterioro de la ultrafiltracion secundaria a esclerosis. Se disponde
actualmente de soluciones de dialisis peritoneal con glucosa e icodextrina. Dentro de los
cambios adaptativos que producen se incluyen: expresion de RNA mensajero para
fibronectina y factor de crecimiento tumoral b1 (TGFb1) , traslocacién de acuaporina 1
(AQP-1) a la membrana plasmatica, mayor produccion de péptido C terminal de
procolageno tipo | (136%), y péptido terminal N de procolageno tipo Il (137%),
produccién de especies reactivas de oxigeno. En una etapa previa se presentan cambios
en la expresion de los transportadores de glucosa. Metodologia: Se obtuvieron células
mesoteliales de rata Wistar por medio de pasajes celulares. Las células fueron divididas
en grupos expuestos a medio de cultivo, solucién de dialisis peritoneal con glucosa al
1.5% e icodextrina al 7.5 %. Se realiz6 inmunofluorescencia para transportadores de
glucosa GLUT1, GLU2, SGLT1 y SGLT2. Se obtuvieron iméagenes con microscopia
confocal las cuales se analizaron con el programa Image proplus. Resultados: La
solucion glucosada incrementd la expresion de todos los transportadores a excepcion de
GLUT 1. La solucion de icodextrina incremento la expresion de Unicamente SGLT2.
Conclusiones: La solucion de dialisis peritoneal con icodextrina al 7.5 % causa cambios
menores en la expresion de transportadores de glucosa que la solucion glucosada al 1.5
%.
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ABSTRACT

Background: Diabetes and hypertension are the leading causes of chronic renal
failure. Peritoneal dyalisis is a for renal replacement function therapy. The main cause
of cavity loss for PD peritoneal sclerosis. We dispose of glucose 1.5 % and icodextrin
7.5 % solutions for peritineal dylaisis. They cause adaptative changes like: RNA
messenger expression for fibronectin and tumor growth factor, aquaporin traslocation
and production of oxygen reactive species. A change in the expression of glucose
transporters in a previous stage is needed. Methods: mesothelial cells of rat Wistar were
grown. They were divided in goups exposed to peritoneal dyalisis solutions (glucose 1.5
% and icodextrin 7.5 %) by thirty minutes. Immunoflourescence was done for GLUT 1,
GLT 2,SGLT 1y SGLT 2. Images were obtaines by confocal microscopy. The images
were analized by the Image Proplus program. Results: The peritoneal dyalisis solution
with glucose caused overexpression in the glucose transporters, except GLUT1 wich
was underexpressed. The icodextrin solution increased the expression only in SGLT2.
Conclusions: the icodextrin solution for peritoneal dyalisis showed less biological effect
in the glucose transporters expression.
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ANTECEDENTES

El mesotelio cubre las cavidades peritoneal, pleural y pericardica revistiendo
los 6rganos internos y la pared toracica con capas visceral y parietal respectivamente.
Comprende una capa de células similares a un epitelio la cual descansa en una
membrana basal sostenida por tejido conectivo subseroso que contiene vasos
sanguineos, linfaticos, células inflamatorias y células similares a fibroblastos. La Unica
funcién considerada tradicionalmente para el mesotelio es ofrecer una superficie
lubricante protectora no adhesiva para facilitar el movimiento intracelomico. Sin
embargo, actualmente se le considera una membrana con muchas funciones fisiolgicas
incluyendo el control de fluidos, transporte de solutos, vigilancia inmunoldgica y la
produccién de moléculas de matriz extracelular, proteasas, citocinas y factores de

crecimiento?.

El mesotelio peritoneal se encuentra bafiado por fluido seroso parecido al
ultrafiltrado del plasma y contiene proteinas, células de descamacion, azlcares y varias
enzimas incluyendo amilasa y lactato deshidrogenasa. EI volumen y la composicion del
fluido de la serosa son indicativos de estados patolégicos incluyendo la peritonitis y se
conoce que la monocapa mesotelial responde como unidad Unica a la composicién del
fluido. Efectivamente, la reparacion tisular comprende un incremento en la proliferacién
celular en sitios distantes a la lesion, sugiriendo una activacion difusa del mesotelio en
respuesta a los mediadores y células liberadas en el liquido seroso o por la via de

comunicacion intercelular™.
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Embriol6gicamente el origen del mesotelio se observa a la final de la tercera
semana de desarrollo fetal en el humano, cuando aparecen espacios en el mesodermo
lateral. Se divide en dos partes: la capa intraembridnica somatica o parietal y la capa
intraembridnica esplacnica o visceral. Entre lasemana 5y 7, el celoma es subdividido en
un proceso de septacion en las futuras cavidades pericardicas, pleural y peritoneal. En
esta fase del desarrollo las capas mesoteliales y submesoteliales del celoma son
nombradas pericardio, pleura y peritoneo respectivamente. Las células mesoteliales son
originadas del mesodermo primitivo, pero comparten caracteristicas de células
epiteliales y mesenquimatosas.

En su estado plenamente diferenciado, estas células forman una monocapa de
células predominantemente escamosas de 25 um de diametro con microvellosidades
caracteristicas y cilios ocasionales. Demuestran caracteristicas epiteliales incluyendo
forma poligonal, citoqueratina y filamentos intermedios y la habilidad de secretar
componentes de la membrana basal. Sin embargo, también presentan caracteristicas de
células mesenquimales como la presencia de vimentina, desmina y o actina muscular. El
analisis ultraestuctural de células mesoteliales polarizadas muestra complejos de unién
bien desarrollados incluyendo uniones estrechas, uniones adherentes, uniones gap y
desmosomas. También expresan cadherinas E, Ny P.

Ademas existen células mesoteliales cuboidales en algunas localizaciones que
incluyen puntos “lechosos” del omento y la cara peritoneal del diafragma. Estas
predominan al presentarse un dafio o estimulo de la superficie serosa. A diferencia de las

células escamosas, las células cuboidales presentan mitocondrias abundantes, reticulo
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endoplasmico rugoso, un aparato de Golgi bien desarrollado, microtibulos y una mayor

cantidad de microfilamentos que sugiere un metabolismo mas activo®.

El mesotelio provee una superficie epitelial resbaladiza y no adherente. Ademas
participa en el mantenimiento de la homeostasis de serosas. Esto incluye el movimiento
de fluidos y particulas a través de las cavidades serosas, la regulacion de migracién
leucocitaria, sintesis de citocinas proinflamatorias, factores de crecimiento y moléculas
de matriz extracelular, control de coagulacion y fibrindlisis y presentacion de antigenos®.

Los pacientes que emplean dialisis peritoneal con solucién glucosada presentan
a largo plazo complicaciones tales como fibrosis peritoneal, hiperpermeabilidad de
membrana y falla de ultrafiltracion. En su estado basal las células peritoneales
mesoteliales humanas tienen la capacidad de sintetizar varias proteinas de matriz
extracelular como laminina, fibronectina, y colageno tipo 1y tipo 3. El alto contenido de
glucosa estimula la expresion de RNA mensajero para fibronectina y factor de
crecimiento tumoral B1 (TGFB1). También estimula la sintesis de novo de diacilglicerol,

activacion de la proteina cinasa C (PKC) y la generacién de radicales libres de oxigeno®.

Dentro de los cambios adaptativos de las células mesoteliales al ser expuestas a
un ambiente con osmolaridad alta se presenta un incremento en la concentracion
intracelular de aminoacidos. Hasta un total de 20 diferentes tipos de aminoacidos
incrementan su concentracion intracelular, siendo los aminoacidos neutros los
responsables del 81 % del mismo. Los principales aminoacidos de este grupo son

glutamina, alanina, glicina, treonina y serina. Estos aminoacidos neutros incrementan su
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concentracion hasta 290 % tras 12 horas de exposicion a hipertonicidad®. El sistema A,
un sistema importante de transporte de aminoacidos neutros, cambia su distribucion

celular encontrandose tanto a nivel apical como basal®.

Respecto a las acuaporinas, una alta concentracion de glucosa genera una
translocacion de acuaporina 1 (AQP-1) a la membrana plasmatica. EI manitol causa el
mismo efecto por lo que se sugiere la dependencia de la osmolaridad alta y no de la
glucosa per se*.

Se han realizado experimentos con células mesoteliales peritoneales humanas
expuestas a concentraciones de glucosa de 5.6 a 200 mmol/L. La concentracion de 50
mmol/L activa de manera consistente a estas células, por lo que fue designada esta
concentracién como alta en glucosa. Comparada con la soluciéon a 5.6 mmol/L, la
solucion a alta concentracion de glucosa (50 mmol/L) causa una mayor produccion de
péptido C terminal de procolageno tipo | (136%), y péptido terminal N de procolageno
tipo 111 (137%).

Asimismo, la solucion alta en glucosa incrementd la expresion de RNA
mensajero de TGFB1 y fibronectina en 160% y 170% respectivamente. La expresion de
RNAm para fibronectina en células mesoteliales de rata se increment6 310 % frente al
control al ser cultivadas por 6 dias a concentracion de 50 mmol de glucosa. Por su parte,
Kumano report6 un incremento de la expresion de RNAm para TGFB1 al 160 y 250% al
ser cultivadas en concentraciones de 25 mmol/L y 50 mmol/L por 6 dias. El uso de

anticuerpos contra TGFB1 anula la estimulacién para la produccién de fibronectina®.
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También se ha reportado una mayor produccién del péptido de procolageno Il N-
terminal °.

El péptido quimiotactico de monocitos 1 (MCP-1) es expresado por la mayoria
de los tejidos y es responsable de la migracion de monocitos a un tejido dado. La
solucion alta en glucosa incrementa la expresion de RNAm y la proteina de MCP-1 en
células mesoteliales peritoneales humanas 140 y 150 % respectivamente?.

Las especies reactivas de oxigeno (ROS: O, H,O, y OH), son generadas por las
células en respuesta a diversos estimulos. Actualmente se acepta que actGan como
moléculas sefialadoras activando proteina cinasas, factores de transcripcion y expresion
genética. La glucosa incrementa rapidamente la concentracion de ROS de forma
concentracién dependiente. Los hallazgos sugieren que estas alteraciones son
dependientes de la glucosa y su metabolismo directamente.

Los estudios sobre la electrofisiologia y el transporte de glucosa transmesotelial
han reportado un potencial de 0.54 +-0.07 mV (positivo a nivel apical) y una resistencia
de 20.4 +- 3.2 Q cm®. La permeabilidad para la D-glucosa reportada fue de 3.00 +- 0.26
cm/seg apical-basolateral y 3.25 +- 0.27 cm/seg basolateral-apical, sin diferencia
importante frente al uso de L-glucosa. La mayoria del transporte de glucosa a nivel
peritoneal es via paracelular’.

Respecto a los transportadores de glucosa expresados en las células
mesoteliales de células humanas, se conoce que son dependientes del grado de
diferenciacion celular. Se ha reportado la expresion de GLUT-1 y GLUT 3. La expresion
del transportador SGLT-1 se observa tras la induccion de la diferenciacion con
bisacetamida de hexaetileno®. Respecto a la presencia de transportadores de glucosa en

células de rata se han empleado la especie Sprague Dawley hallandose la presencia de
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GLUT1 y GLUT 2 y la ausencia de SGLT. Asimismo, un ambiente alto en glucosa (a
concentraciones de 75.5 y 214 mmol/L) disminuye la expresion de GLUT1 e incrementa
la expresion de GLUT2®. Esta subregulacion de la expresién de GLUT1 en ambiente
con glucosa alta ha sido reportada en observaciones de otras poblaciones celulares .

La glucosa sigue dos vias para su degradacion durante el proceso de la dialisis:
durante la esterilizacion por calor y el almacenamiento se forman los productos de
degradacion de glucosa (GDPs); la formacién de productos de glucosilacion avanzada
(AGEs) por reaccion no enzimatica con grupos de aminoacidos. Algunos de los
productos de degradacion de glucosa relacionados son acetaldehido, glioxal, metilglioxal
y furaldehido.” La glucosa junto con los productos de su degradacién y los de
glucosilacion avanzada se han visto involucrados en el dafio peritoneal asociado a la
dialisis. Dentro de los receptores para productos de glucosilacién avanzada expresados
en células mesoteliales humanas se encuentran RAGE, AGE-R1, AGE-R2 y AGE-R3.
Los GDPs incrementan la expresion de los receptores comentados de manera
dependiente de su concentracion. La interaccion entre los receptores de GDPs y AGEs
tiene relevancia bioldgica en la homeostasis intraperitoneal y la integridad de
membrana®®. Algunos de los efectos celulares de estos GDPs son la inhibicién del
crecimiento celular, una menor viabilidad, la estimulacion de la produccion de IL-6
estimulada por IL-1*, menor produccién de proteina 1 quimiotactica de monocitos
(MCP-1), factores necesarios para montar una adecuada defensa a nivel mesotelial. La
regeneracion celular del mesotelio se ve afectada directamente por formaldehido y 3,4-
desoxiglucosona-3-ene (3.4-DGE) de forma dosis dependiente (ambos GDPs)*. A nivel
vascular, los GDPs favorecen un incremento en la produccion de VEGF y en la

angiogénesis'®. El empleo de solucién de dialisis baja en GDPs causa una menor

11
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transferencia de masas de glucosa, menores niveles de TGFf, VEGF, menor grosor de
matriz submesotelial y menor neoangiogénesis’®. La forma de obtener solucién
peritoneal libre de GDPs es mediante la esterilizacion de la misma con filtracion (a
diferencia de esterilizar mediante uso de calor)™.

El incremento de la fibrosis mesotelial generada por alta concentracién de
glucosa puede verse disminuida con el uso de prednisolona a concentraciones tan bajas
como 1 pumol (una reduccion de la fibrosis del 83 %) como lo ha reportado Ogata'’. Un
efecto similar fue observado cuando el mismo investigador emple6 un anticuerpo
inhibidor selectivo de bFGF implicando directamente a esta citocina en el efecto
fibroblastico. La solucién glucosada, a diferencia de la solucién con icodextrina,
también genera una elevada produccion del inhibidor del activador de plasminégeno tipo
1 (PAI-1) y del activador del plasmindgeno tisular (t-PA), ambos implicados en la
fibrogénesis en otros 6rganos'®. El efecto es generado por la activacién de la via de la
cinasa 1/2 regulada por sefial extracelular (ERK 1/2). Otra via para estos cambios es la
via PKC que involucra Raplb y B-Raf, la cual es una nueva via de sefializacion
reportada™.

Styszynski®® realizé un estudio empleando solucién glucosada y manitol para
determinar si los cambios observados en el mesotelio expuesto a glucosa dependen de la
osmolalidad o del metabolismo de la misma. Se realiz6 dialisis peritoneal en ratas
Wistar macho inicialmente con solucién glucosada al 1.36% y posteriormente con
soluciones a base de manitol y glucosa a 250 mmol/L. Las adhesiones peritoneales
fueron mas severas con el uso de manitol. Se obtuvo también mayor vascularizacion en

el grupo de manitol. La densidad de células mesoteliales fue mayor en el grupo de

12


http://www.novapdf.com
http://www.novapdf.com

manitol. Se concluyd que los cambios en el peritoneo expuesto cronicamente a dialisis

peritoneal dependen de efectos osmoticos y metabolicos.

Los altos niveles de glucosa causan un efecto deletéreo en el proceso de
cicatrizacion de heridas a nivel mesotelial mediante la alteracion de la via de la cinasa de
adhesion focal (FAK). Esto causa une menor migracion mesotelial sobre fibronectina y
menor formacion de adhesiones focales. Los mismos efectos fueron vistos con el uso de
manitol sugiriendo una participacién de osmolaridad alta en el proceso®.

La exposicion in vivo de la monocapa de células mesoteliales a altas
concentraciones de glucosa finalmente resulta en la presencia de una poblacién celular
escasa compuesta por células en senectud, cerca del final de su ciclo de vida. Esta
senectud celular queda definida por hipertrofia, multinucleacion, baja densidad de
poblacién, baja prevalencia de mitosis, escasa viabilidad, asi como un incremento del
nGmero de células en apoptosis®.

Por lo que respecta al uso de icodextrina, se ha observado que tras una
exposicion prolongada a la misma (30 dias), la monocapa de células mesoteliales se ve
poblada por células senescentes con cambios nucleares atipicos y mitosis atipica
sugiriendo dafio a nivel del ADN. Estos cambios se asocian a peroxidacion lipidica que
sucede inmediatamente después de la introduccion de icodextrina a la cavidad
abdominal®.

Para el estudio de la membrana peritoneal se han empleado modelos animales
(ratas cepa Wistar, Sprague-Dawley y conejos). La rata urémica se obtiene tras la
reseccion de un 85 % del tejido renal, mientras que el modelo de peritonitis se obtiene al

inyectar Staphylococcus aureus en la cavidad peritoneal. Se han definido modelos
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especificos empleandose el modelo Estocolmo para la fisiologia del transporte peritoneal
y para la biocompatibilidad de soluciones de dialisis, el modelo Amsterdam para el
estudio de quimiocinas y regeneracion celular peritoneal in vivo y el modelo Gent para
dialisis peritoneal crénica en ratas urémicas®.

Al emplear estos modelos animales para determinar los cambios asociados al
uso de dialisis peritoneal se ha observado que se incrementa el grosor del tejido
submesotelial asi como la densidad vascular, ambos efectos mediados por VEGF y
TGFB. Se demuestra un incremento del flujo linfatico. Se induce la produccion de
fibrosis y células mesoteliales altas. Todos estos resultados determinan la presencia de
dafio mesotelial, fibrosis submesotelial y neoangiogénesis asociados al uso de soluciones
de dialisis®.

Los cambios morfoldgicos asociados a didlisis cronica en ratas incluyen: el
incremento del tejido conectivo submesotelial, su compartimentalizacion, alteracion en
la morfologia de los fibroblastos, alteracion de la organizacion de las fibras de colageno
e incremento del nimero de mastocitos presentes?®®. A nivel celular, los cambios
morfologicos de la transicion epitelio-mesenquimatosa incluyen un reticulo rugoso
prominente con cisternas dilatadas, miofilamentos de actina de masculo liso llamativos,
uniones gap frecuentes, deposito activa de matriz extracelular y formacion de
fibronexos®'.

Dentro de las terapias sugeridas para evitar la transicion epitelio-
mesenquimatosa de las células mesoteliales se ha sugerido el uso de antioxidantes como
la N-acetil cisteina, la cual disminuye la expresién de actina de musculo liso alfa (a-

SMA). La proteina-7 morfogenética de huesos (BMP-7) disminuye la expresion de
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proteinas cinasas activadas por mitdgenos (MAPKSs) y de Smad 2/3. La rapamicina, por
su parte, inhibe la viamTOR del TNF-p%,

A nivel mundial, la diabetes y la hipertension son las primeras causas de
enfermedad renal crdnica. La dialisis peritoneal, junto con la hemodialisis, es una terapia
de sustitucion de la funcién renal. La principal causa de pérdida de la cavidad abdominal
para dialisis peritoneal es la pérdida de la ultrafiltracion secundaria a esclerosis

peritoneal®

. Esta complicacion es dependiente del tiempo presentandose en el 60 % de
los pacientes a los 5 afios de haberse iniciado la dialisis peritoneal.
El andlisis de imagen por programas especializados ha sido empleado para

valorar estudios de inmunoflurescencia previamente publicados®. En el presente

estudio, el analisis de imagen fue realizado por medio del programa Image Pro Plus.

15
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METODOLOGIA

Objetivo.

Los objetivos de este estudio fueron: determinar la expresién de los
transportadores de glucosa GLUT1, GLUT2, SGLT1 y SGLT2 en células mesoteliales
de rata en medio de cultivo estindar DMEM/F12.Determinar los cambios en la
expresion de los transportadores de glucosa GLUT1, GLUT2, SGLT1 y SGLT2 en
células mesoteliales de rata expuestas a solucion glucosada al 1.5%. Determinar los
cambios en la expresién de los transportadores de glucosa GLUT1, GLUT2, SGLT1 y
SGLT2 en células mesoteliales de rata expuestas a solucion glucosada e icodextrina.
Comparar los cambios en la expresion de transportadores de glucosa entre el medio de
cultivo y tras la exposicion a solucion de dialisis al 1.5 %, icodextrina al 7.5% en células
mesoteliales de rata.

La investigacion fue realizada en un laboratorio de las instalaciones del area de
fisiologia celular del CINVESTAYV, del Instituto Politécnico Nacional.

Tipo de Estudio.

Se trato de un estudio transversal, comparativo. Al realizarse la observacion
directamente en cultivos celulares, no aplicardn caracteristicas de los sujetos de estudio
ni criterios de seleccion o tamafio de la muestra.

La diferencia entre las distintas soluciones de dialisis peritoneal se debe a las
concentraciones de glucosa. En este caso, se empleara solucion glucosada al 1.5% y
solucion con icodextrina al 7.5 %.

Se dispusé de la expresion de los transportadores de glucosa GLUT1, GLUT2,
SGLT1 y SGLTZ2, tanto en intensidad como en distribucion a nivel celular mediante el

uso de microscopio confocal y un programa de analisis de imagen (Image Pro plus).
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Técnicas.

Recubrimiento de cajas de Petri con colageno.

Se parte de una solucion de colageno de 1 mg/ml. Se hace una dilucién de 1:10.
Se agrega a caja multipozos 0.5 ml en cada pozo. Se deja secar toda la noche con la
campana de flujo laminar funcionando hasta secado total.

Pasaje de Células.

Se lava la caja de Petri con las células mesoteliales de rata en 3 ocasiones con
PBS sin calcio. Se deja con PBS de 3 a 5 minutos en incubadora. Se prepara un tubo de
centrifuga de 50 ml con 4 ml de medio de cultivo DMEM/F12 enriquecido con suero
fetal bovino al 20%. Se esteriliza caja de Petri multipozos con colageno en micro ondas
con 2 pases de un minuto cada uno. Se lavan una vez las cajas de colageno usando
medio de cultivo. Cuando las células se encuentren disgregadas se retira el PBS y se
agregan 2 ml de tripsina al 0.25% con EDTA 0.5% de 1 a 3 minutos. Se aplica medio de
cultivo en cajas receptoras. Se centrifugan las células en tubo de centrifuga a 1500 rpm
por 3 minutos. Se aspira el sobrenadante. Se agrega medio de cultivo para resuspender
las células. Se cuentan las células y se siembran 50,000 células en cada pozo. Se
mantienen las células con 0.5 ml de medio de cultivo DMEM/F12 enriquecido con SFB
al 20% en incubadora a 37° C en medio himedo con una atmosfera con CO, al 5 %.

Exposicion a soluciones de dialisis peritoneal.

Se obtienen 12 pozos de células mesoteliales. Los primeros 4 pozos se designan
como grupo control. Los siguientes 4 pozos se destinan a exposicion con solucion de
dialisis peritoneal con glucosa al 1.5%. Los ultimos 4 pozos se destinan a exposicion con
solucion de dialisis peritoneal basada en icodextrina al 7.5 %. Se aplican 0.5 ml del

tratamiento comentado a cada grupo de estudio por una hora con incubacion a 37° C en

17


http://www.novapdf.com
http://www.novapdf.com

medio himedo a una atmosfera con CO, al 5 %. Al término del tratamiento se
suministran 0.5 ml de medio de cultivo DMEM/F12 enriquecido con SFB al 20% y se
dejan en incubadora a 37° C en medio himedo con una atmésfera con CO, al 5 % hasta
el inicio de la inmunofluorescencia.

Inmunofluorescencia.

Se incuban las multicamaras hasta que las células alcancen confluencia. Se
hacen 2 lavados rapidos a las células con PBS filtrado. Se fija la monocapa celular a 4°C
con metanol absoluto. Se lava 3 veces de 5 minutos cada uno con PBS en agitacion
suave. Se permeabilizan las células con 0.25 ml de Tritén X-100 en PBS por 15 minutos.
Se hacen 2 lavados rapidos y 3 de 5 minutos en agitacion suave con PBS. Se bloguean
los sitios inespecificos con 30 ul de albimina sérica bovina al 0.5% a 4° C durante 30
minutos. Se aplican 30 ul del primer anticuerpo diluido en albdmina sérica bovina
1:100. Se deja incubar toda la noche a 4° C.

Se lava 3 veces con PBS filtrado durante 5 minutos cada uno en agitacion
suave. Se aplica el segundo anticuerpo, fluoresceinado, durante 60 minutos a 37° C
cubriendo la preparacion con papel aluminio. Se lava 3 veces con PBS filtrado durante 5
minutos cada uno en agitacion suave. Se lava 3 veces con agua desionizada y filtrada
durante 5 minutos cada uno en agitacion suave. Se monta la preparacion en un
portaobjetos con 2.5 ul de vectashield y se sellan los lados de cada cubreobjetos con
barniz. Se guardan las preparaciones a 4° C protegido de la luz hasta realizar la

microscopia confocal.

Obtencion y analisis de datos
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Las preparaciones se analizarén con el microscopio confocal Zeiss LSM510
empleando el ajuste estandar GFP y laseres para rojos lejanos. Se emplearan objetivos a
100 aumentos empleando aceite de inmersion. Las imagenes fueron adquiridas con un
patron en Z por etapas de 5 um.

Se determinardén cambios en la distribucion tanto nuclear como citoplasmica
entre las distintas muestras.

Las imagenes fueron procesadas con el programa de analisis de imagen Image
Pro Plus con lo que se obtuvo un andlisis semicuantitativo. Se obtuvieron 3 valores: el
primero correspondiente a pixeles activos (se considera al color negro de fondo de las
imagenes como pixeles inactivos), el segundo corresponde al nimero de pixeles
correspondientes a la marca de inmunoflurescencia especifica para el transportador de
glucosa analizado; el tercer valor corresponde al porcentaje de la marca positiva al
transportador de glucosa analizado dentro de el numero de pixeles positivos. Se
presentaron los datos en tablas comparativas. Se realiz6 analisis estadistico con la prueba

de la chi cuadrada.
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RESULTADOS
Se obtuvieron las siguientes imagenes de inmunofluorescencia con marcadores
especificos para los transportadores de glucosa:

Transportador de glucosa GLUT 1.

Figura 1. GLUT 1, células control.
Se puede observar fluorescencia especifica para GLUT 1, con distribucion

homogénea membranal. No hay fluorescencia nuclear.

Figura 2. GLUT 1, células expuestas a solucion para DP glucosa al 1.5%.
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En este caso se puede observar una gran disminucion de la fluorescencia y

pérdida de su localizacion.

Figura 3. GLUT 1, células expuestas a solucion para DP incodextrina al 7.5%.
Respecto al transportador estudiado, se conserva la distribucion membranal y
ademas aparece marca especifica para GLUT 1 en nucleos (flechas). Al analisis de

imagen se obtuvo un valor cercano al grupo control.

Transportador de glucosa GLUT 2.

Figura 4. GLUT 2, células control.
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La distribucion de GLUT 2 es similar a la de GLUT 1. Estd homogéneamente

distribuida en la membrana y no hay marca nuclear.

Figura 5. GLUT 2, células expuestas a solucion para DP glucosa al 1.5%.

Hay cambio de la localizacion de la marca para GLUT 2, la distribucion es
irregular y la cantidad de marca esta notablemente incrementada, ya que a pesar de su
menor distribucion y al espacio existente entre las células, la marca se encuentra mas

concentrada al analisis de imagen.

Figura 6. GLUT 2, células expuestas a solucion para DP icodextrina 7.5%.
Se conserva la distribucién membranal y a diferencia de GLUT 1 no se observa

marca nuclear. Hay zonas de condensacion de la marca para GLUT 2.
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Transportador de glucosa SGLT 1.

Figura 7. SGLT1, células control.

La marca para SGLT1 es similar que la marca para SGLT2.

Figura 8. SGLT 1, células expuestas a solucién para DP glucosa al 1.5%.
Se observa una disminucion notable de la marca y las células aparecen

edematosas.

23


http://www.novapdf.com
http://www.novapdf.com

Figura 9. SGLT1, células expuestas a solucién para DP icodextrina al 7.5%.
La marca es homogénea, a diferencia del control, en que aparecia puntiforme.
Ademas aparece en algunos nucleos.

Transportador de glucosa SGLT 2.

Figura 10. SGLT 2, células control.
Se presenta marca para SGLT2, con distribucion homogénea puntual. Algunos

ndcleos muestran marca fluorescente.
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Figura 11. SGLT 2, células expuestas a solucion para DP glucosa al 1.5%.

Se observa una redistribucion de la marca fluorescente, la cual muestra un
patrdn menos puntiforme que en el control. Las células muestran separacién entre ellas.
Nuevamente, dada la concentracién de la marca, aparece incremento de la misma al

analisis de imagen.

Figura 12. SGLT 2, células expuestas a solucion de DP icodextrina al 7.5%.

El patron de distribucion es similar al de la dextrosa y también se observa
separacion entre las células.

A la observacion de las imagenes quedan evidentes las siguientes situaciones:
alteraciones en la morfologia celular y de la distribucién de la marca. En todos los casos

de exposicion de las células a soluciones de dialisis peritoneal se muestra un cambio en
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la arquitectura celular consistente en pérdida del patron pavimentoso y agregado del
grupo celular y cambios celulares especificos tales como elongacion y/o retraccion
celular, aspecto edematoso, asi como evidente pérdida de la unidn intercelular
demostrado por los espacios intercelulares. Sobre esto ultimo, corresponde directamente
a un menor numero de pixeles activos que se demuestra mas adelante en el analisis de
imagen con el programa especializado.

Al comparar las imagenes, es aparente una menor alteracion de la arquitectura
celular en los casos en que se realizd exposicion a solucion de icodextrina. Sin embargo,
ambas soluciones de dialisis causaron alteracién en la distribucion celular de la marca
para los transportadores orientandose la misma hacia un patrén nuclear.

Resultados de analisis de imagen.

A continuacion se presentan las tablas comparativas que muestran los pixeles
activos, aquellos positivos a la marca y el porcentaje correspondiente a la marca dentro

de los pixeles activos.

GLUT1 | GLUT 1 | GLUT 1| GLUT 2 | GLUT 2 | GLUT 2

Control | Glucosa | Icod Control | Glucosa | lcod

Pixeles activos | 28736 | 17343 | 29695 | 17404 | 3869 27948

Pixeles marca | 2111 348 3801 1194 1052 1909

Porcentaje 743 2 12 6.86 27.19 6.83

Tabla 1. Transportadores de glucosa basolaterales.
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SGLT1 | SGLT1 | SGLT1 | SGLT2 | SGLT2 | SGLT2

Control | Glucosa | Icod Control | Glucosa | Icod

Pixeles activos | 31749 | 15069 | 28530 | 28291 | 19921 | 23595

Pixeles marca | 1560 225 1468 753 1202 1646

Porcentaje 491 1.49 5.14 2.66 6.03 6.97

Tabla 2. Transportadores de glucosa apicales.

*Icod: icodextrina.

En todos los casos (a excepcion de los valores obtenidos para GLUT 2) se
observa una cifra similar entre la imagen control y la correspondiente a la exposicion a
solucion con icodextrina.

Respecto a los porcentajes positivos para la marca, se presentan las siguientes

graficas comparativas:

GLUT1
14 12
12
v 10
5 743
g
= 5]
=9 4 =
2
0 [
Control Glucosa lcodextrina

Grafica 1. Transportador de glucosa GLUT1.

Se muestra una disminucién importante de a expresion del transportador
GLUTL1 tras la exposicion a solucion glucosada. La cifra correspondiente a icodextrina
es similar al grupo celular control, sugiriendo menor cambio en la expresion del

transportador de glucosa estudiado.
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Gréfica 2. Transportador de glucosa GLUT 2.

Se observa una muy amplia diferencia positiva respecto al control en el grupo
celular expuesto a solucién glucosada, lo que se afiade ademas al menor nimero de
pixeles activos que corresponde a una amplia disgregacion celular. Ambos datos
muestran tanto una mayor expresion del transportador estudiado como mayor alteracion
en la morfologia celular. Las cifras correspondientes al grupo control e icodextrina son

muy similares.

SGLT1

491 514

| S I % T C A I ]

Porcentaje

0 =

Control Glucosa lcodextrina

Grafica 3. Transportador de glucosa SGLT 1.
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En este caso, a semejanza de lo que ocurri6 en el caso de GLUT 1, se observa
una menor expresion del transportador estudiado al ser expuesto a solucion glucosa
1.5%. Nuevamente las cifras correspondientes a la expresion del transportador son

similares en los casos del grupo control e icodextrina.

SGLT 2

5,97

B3

2566

Porcentaje
O = kW B @ =] O

Control Glucosa Icodextrina

Gréfica 4. Transportador de glucosa SGLT 2.

En este caso se observa una mayor expresion del transportador con ambos tipos
de solucion para DP, sugiriendo la misma capacidad para ambas soluciones ya que las
cifras obtenidas son similares.

De lo anteriormente expuesto, no cabe duda que, a excepcion de los resultados
obtenidos con el transportador SGLT 2, se presentd una alteracion numeérica
pronunciada del porcentaje de las imagenes positivo a la marca con las células expuestas
a las soluciones de DP con solucién gluocsa al 1.5% respecto al grupo control, no asi en

el caso de las células expuestas a icodextrina.
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Andlisis estadistico.

Se realiz6 el analisis estadistico con la prueba de la chi cuadrada.

Transportador Control Glucosa 1.5 % | Icodextrina P

75%
GLUT 1 7.43 2 12 0.010
GLUT 2 6.86 27.19 6.83 0.00001
SGLT1 491 1.49 5.14 0.0001
SGLT 2 2.66 6.03 6.97 0.0001

Tabla 3. Analisis estadistico. Prueba de la Chi cuadrada.

Se observa diferencia significativa para todos los transportadores, excepto para

GLUT 1.
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DISCUSION

Se han comentado anteriormente los eventos celulares observados tras la
exposicion de las células mesoteliales a soluciones altas en glucosa, todos ellos
desencadenantes de procesos inflamatorios y profibroticos con un desenlace comun:
esclerosis peritoneal con pérdida de la cavidad para su empleo en la dialisis peritoneal.
Pero poco se ha estudiado del evento que precede a los anteriores: el cambio en la
expresion de los transportadores de glucosa. Asimismo, se han publicado diversos
articulos que refieren la mayor biocompatibilidad que presenta la solucion de icodextrina
dado el menor dafio que causa a la membrana peritoneal.

El presente estudio sugiere que, efectivamente, existen cambios en la expresion
de los transportadores de glucosa tras la exposicion de las células mesoteliales a las
soluciones de dialisis peritoneal, especialmente en el caso de la solucion glucosa al
1.5%. Dichos cambios son menos pronunciados tras la exposicion de las células a
solucion de icodextrina.

En todos los casos se observo la expresion, junto con cambios de la misma, de
los cuatro transportadores de glucosa estudiados determinandose la presencia de los
mismos en las células mesoteliales de la rata de laboratorio raza Wistar.

En el caso del transportador GLUT 1, se observo una expresion a la baja tras la
exposicion a solucion con glucosa. Este resultado se encuentra de acuerdo con lo
anteriormente publicado en la literatura. También las publicaciones han comentado una
expresion a la baja del transportador de glucosa GLUT 2 tras la exposicion a glucosa,
informacion consistente con los resultados obtenidos en este experimento.

Respecto a los transportadores apicales (SGLT 1y 2), la informacion obtenida

en la literatura es aln mas escasa, indicando que solo tras la induccion con compuestos
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quimicos se observa la expresion de los mismos en las células humanas. Sin embargo, en
el presente estudio se observo su expresion, asi como cambios bioldgicos, de ambos
transportadores de glucosa. En el caso de SGLT 1, los cambios obtenidos fueron
similares a lo que acontecié con GLUT 1: una expresion a la baja. En el caso de SGLT 2
hubo una mayor expresion del transportador independiente del tipo de la solucién de
dialisis empleada.

Debemos tener en cuenta que la solucion de dialisis peritoneal con icodextrina
presenta caracteristicas especiales. A pesar de ser un polimero de glucosa no presenta la
misma estructura y, por lo tanto, no necesariamente la misma actividad bioldgica. Asi
pues no debemos esperar (como se demostré en el presente estudio) una misma actividad
bioldgica, ni siquiera en los cambios esperados en la expresion de los transportadores de
glucosa. Dicha informacién sugiere que los escasos cambios de la expresion de
transportadores de glucosa son uno de los pilares que sostienen la mayor
biocompatibilidad de la solucion con icodextrina. Este es uno de los principales
hallazgos de este estudio.

Por lo tanto, los mayores cambios en la expresion de transportadores de glucosa
tras la exposicion de los grupos celulares a solucion con glucosa al 1.5% tal vez sean la
base de su menor biocompatibilidad con la membrana peritoneal y el evento
desencadenante de los cambios proinflamatorios y profibréticos comentados en
secciones anteriores.

Otro elemento muy importante a tener en cuenta en las soluciones de dialisis
peritonal es el efecto independiente de la existencia de glucosa en las soluciones de
dialisis: el efecto osmolar. Tenemos que cualquier solucién glucosada es hiperosmolar

frente a la osmolaridad sérica, caso contrario el de la icodextrina la cual es isoosmolar.
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Se sabe que la icodextrina causa ultrafiltracion por sus efectos coloides (ultrafiltracion
coloide). Por lo tanto, se sospecha que en el caso del transportador de glucosa SGLT 2,
cuya expresion fue superior con ambas soluciones de dialisis peritoneal, sea
consecuencia del efecto osmolar (de ambas soluciones) y/o coloide (de la solucion de
icodextrina). Se observan mayores efectos en 3 de los 4 transportadores de glucosa con
la solucion a base de glucosa. Por otra parte, con ambas soluciones se observan cambios
en la morfologia celular quedando el camino libre para la obtencién de una solucién de

dialisis mas biocompatible que ambas.
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CONCLUSIONES

La solucién de dialisis peritoneal con glucosa al 1.5 % caus6 una expresion a la
baja del transportador de glucosa GLUT 1.

La solucién de dialisis peritoneal con glucosa al 1.5 % caus6 una expresion a la
alza del transportador de glucosa GLUT 2.

La solucién de dialisis peritoneal con glucosa al 1.5 % caus6 una expresion a la
baja del transportador de glucosa SGLT 1.

La solucién de dialisis peritoneal con glucosa al 1.5 % caus6 una expresion a la
alza del transportador de glucosa GLUT 2.

La solucion de dialisis peritoneal con icodextrina al 7.5% no causd cambios en
la expresion del transportador de glucosa GLUT 1.

La solucion de dialisis peritoneal con icodextrina al 7.5% no causé cambios en
la expresion del transportador de glucosa GLUT 2.

La solucion de dialisis peritoneal con icodextrina al 7.5% no causé cambios en
la expresion del transportador de glucosa SGLT 1.

La solucién de didlisis peritoneal con icodextrina al 7.5% causé una expresion a

la alza del transportador de glucosa SGLT 2.
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