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EFECTO DE LOS PRODUCTOS AVANZADOS DE LA GLUCOSILACION (AGES) EN LAS
CELULAS MESOTELIALES DE PACIENTES SOMETIDOS A DIALISIS PERITONEAL.

ANTECEDENTES

La didlisis peritoneal (DP) es la principal terapia de reemplazo renal en México. El 50% de
los pacientes con ERC sometidos a didlisis desarrollan fibrosis peritoneal (FP), angiogénesis
acelerada y degeneracion vascular asociadas a disfuncion peritoneal. La exposicion de las
células mesoteliales a soluciones dializantes con altas concentraciones de glucosa
favorecen la produccion de factores capaces de alterar la membrana peritoneal e inducir
fibrosis.

OBJETIVO

Evaluar la respuesta de las células mesoteliales peritoneales de pacientes con ERC a la
exposicion de soluciones dializantes con diferentes concentraciones de glucosa en la
produccion de VEGF y TGF-p.

MATERIAL Y METODOS

Se determiné la concentracion de TGF- y VEGF en sobrenadantes de cultivos de células
mesoteliales obtenidas antes y después de 3 meses de DP al ser expuestos durante 48
horas a diferentes concentraciones de glucosa (1.5%, 2.5% y 4.25%). El analisis estadistico
se realiz6 mediante pruebas no paramétricas Kruskal-Wallis o Wilcoxon y se consider6 una
p<0.05 para significancia estadistica.

RESULTADOS

Las concentraciones de TGF-B y VEGF incrementaron proporcionalmente al porcentaje de
glucosa del liquido dializante, con aumentos del 42% de los niveles basales de TGF-§ y del
55% de VEGF por células mesoteliales antes de la DP, al haber sido expuestos a los niveles
mayores de glucosa (4.25%) y del 28% y 50%, respectivamente por las células de pacientes
dializados durante 3 meses, siendo mayormente respondedoras las células mesoteliales sin
exposicion a la DP.

CONCLUSIONES

La produccion de VEGF y TGF-B por las células mesoteliales in vitro es proporcional de la
concentracion de glucosa contenida en el liquido dializante.



PALABRAS CLAVE: Enfermedad Renal Crénica (ERC), Dialisis Peritoneal (DP), Fibrosis
peritoneal (FP), Productos finales de la glucosilacion avanzada (AGEs), Factor de
Crecimiento Endotelial Vascular (VEGF), Factor de Crecimiento Transformante 3 (TGF R).

EFFECT OF ADVANCED GLYCATION END PRODUCTS (AGES) IN THE MESOTELIAL
CELLS OF PATIENTS SUBJECTED TO PERITONEAL DIALYSIS.

BACKGROUND

Peritoneal dialysis (PD) is the main renal replacement therapy in Mexico. 50% of CKD
(Chronic Kidney Disease) patients subdued to dialysis develop peritoneal fibrosis (PF),
accelerated angiogenesis, and vascular degeneration associated with peritoneal dysfunction.
Exposure of mesothelial cells to high glucose dialysis solutions favors the production of
certain factors able to alter the peritoneal membrane, inducing fibrosis.

OBJECTIVE

To assess the response of the peritoneal mesothelial cells of patients with CKD to the
exposure of dialysates with different glucose concentrations under the production of VEGF
and TGF-p.

METHODS

The concentration of TGF-f and VEGF in supernatants of mesothelial cell cultures obtained
from patients previous and after 3 months of DP, to be exposed for 48 hours to different
glucose concentrations (1.5%, 2.5% and 4.25%) were determined. Statistical analysis was
performed using non-parametric tests, Kruskal-Wallis or Wilcoxon considering p <0.05 for
statistical significance.

RESULTS

TGF-B and VEGF concentrations increased proportionally due to percentage of glucose in
the dialysate, with increases of 42% in the basal levels of TGF- and of 55% of VEGF by
mesothelial cells before PD, when has been exposed exposed to highest levels of glucose
(4.25%), and of 28% and 50% respectively, by cells of dialyzed patients, being mostly
responsive to glucose effects those cells without PD exposure.

CONCLUSIONS
The production of VEGF and TGF- by mesothelial cells in vitro is proportional to the glucose
concentration contained in the dialysate fluid.

KEY WORDS

Peritoneal dialysis (PD), Chronic Kidney Disease (CKD), Peritoneal fibrosis (PF), Advanced
glycation end products (AGEs), Vascular endothelial growth factor (VEGF), transforming
growth factor-b (TGF 3).
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ABREVIATURAS

AGEs: Advanced glycation end products (Productos finales de la glucosilacion avanzada).
CM: Células mesoteliales.

DP: Didlisis peritoneal.

ERC: Enfermedad renal crénica.

FP: Fibrosis peritoneal.

FGF-2: Factor de crecimiento de fibroblastos 2.

IL-1: Interleucina 1.

IL-1B: Interleucina 1 beta.

IL-6: Interleucina 6.

IL-8: Interleucina 8.

PDGF: Factor de crecimiento derivado de plaguetas.

RAGEs: Receptores especificos de los productos finales de la glucosilacion avanzada.
RNAm: Acido Ribonucleico mensajero.

TGF-B: Factor de crecimiento transformante beta.

TNFa: Factor de Necrosis Tumoral a.

TRR: Terapia de reemplazo renal.

VEGEF: Factor de crecimiento endotelial vascular.



INTRODUCCION

La dialisis peritoneal (DP) es una terapia de reemplazo de la funcion renal (TRR) utilizada
aproximadamente por el 10-15% de pacientes con enfermedad renal cronica (ERC) a nivel
global®2., En México, este porcentaje asciende hasta el 80%, siendo el principal método de
sustitucion renal. ®) En el Hospital Regional 1° de Octubre se registraron 96 pacientes que
iniciaron TRR mediante DP en los ultimos 2 afios (55 pacientes en 2018 y 41 pacientes
hasta agosto de 2019), encontrando como principales etiologias de Enfermedad Renal
Cronica: Diabetes Mellitus asociada a Hipertension Arterial Sistémica en 48.7% de los casos,
Diabetes Mellitus en el 30.4%, Hipertension Arterial Sistémica en el 19.5% y 1.2% de
etiologia desconocida. La DP es una terapia de reemplazo renal Util en las fases terminales
de la ERC, donde la preservacion del transporte peritoneal y la capacidad de ultrafiltracion
suponen el mayor reto. ¥

La membrana peritoneal es una membrana permeable formada por una capa de células
mesoteliales que cubre una region submesotelial compuesta por tejido conectivo,
fibroblastos, mastocitos, macréfagos y una densa red de capilares. Esta membrana es capaz
de llevar a cabo la depuracién de toxinas y la eliminacion de agua que, con el tiempo, esta
capacidad de transporte se va perdiendo. ® Actualmente, se sabe que los principales
factores que deterioran la funcién del peritoneo y que conllevan la falla de ultrafiltracién y
pérdida de la capacidad dializante son el tiempo en DP, la concentracion de glucosa de las
soluciones de didlisis y el nimero de episodios de peritonitis, © todos estos tienen en comun
la respuesta inflamatoria que desencadenan, siendo la responsable de las anormalidades
estructurales de la membrana peritoneal: pérdida de la monocapa de las células
mesoteliales, la fibrosis submesotelial, angiogénesis y la vasculopatia hialinizante.

La fibrosis peritoneal (FP) es una complicaciéon en los pacientes sometidos a largos periodos
de DP, ® la cual termina por retirar a los pacientes de esta modalidad de tratamiento. La FP
esta asociada a la disfuncion de la membrana peritoneal (dafio y pérdida de células
mesoteliales), provocando falla importante en la ultrafiltracién. En particular, el dafio a las
células mesoteliales es considerado la causa principal de la decadencia de la eficiencia de la
didlisis por fibrosis como consecuencia de la exposicidén directa y continua del peritoneo al
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liquido dializante que se caracteriza por tener un pH bajo, alto contenido de glucosa e
hiperosmolaridad. ©®

Los mecanismos que subyacen a la FP no estan bien caracterizados, sin embargo, se sabe
gue la transicion de las células mesoteliales peritoneales, de epiteliales a mesenquimales, la
produccion incrementada de matriz extracelular,© la inflamacion crénica con produccion de

diferentes citocinas (Factor de Necrosis Tumoral o TNF- a, IL-1, IL-8, Factor de Crecimiento

Transformante R TGF-B, y Factor de Crecimiento de Fibroblastos 2 FGF-2)(1112) y |a neo-
angiogénesis acelerada (desencadenada por la produccion local de Factor de Crecimiento
Endotelial Vascular VEGF por las células mesoteliales),® son procesos estrechamente
involucrados en la iniciacion y progresion de la FP. Ademas, el engrosamiento peritoneal, el
cual aumenta significativamente con el tiempo de tratamiento con DP (incrementando de 180
um- 700 um)@Vy la diabetes mellitus no controlada son también condiciones significativas
para la FP.(14

Estudios recientes han descrito que los productos finales de la glucosilacion avanzada
(AGEs, advanced glycation end products) contribuyen a la FP cuando interactian con sus
receptores especificos (RAGEs).!® Esta interaccion induce la produccion de factores
angiogénicos como el VEGF, pro-fibrético como el TGF-B1® e inflamatorios como la IL-1B y
la IL-6,7) por las células mesoteliales®® promoviendo la proliferacion de fibroblastos y la
sintesis de colagena tipo I. @)% Asi mismo los AGEs inducen la transicion epitelio
mesenquimal de las células mesoteliales. La intensidad de la acumulacion de AGEs se
asocian con fibrosis y disfuncion de ultrafiltraciéon. 13

De manera interesante, se ha descrito que la infusibn de soluciones con mayor
concentracion de glucosa en la cavidad peritoneal induce, a largo plazo, una formacion

acelerada de AGEs. 19

ANTECEDENTES

Actualmente, se sabe que los principales factores que deterioran la funcién del peritoneo son
el tiempo en DP, la concentracion de glucosa de las soluciones de didlisis y el nimero de

episodios de peritonitis,® teniendo en comin como responsable de la pérdida del injerto la
I ————
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respuesta inflamatoria sistémica, la cual a su vez, mediante la produccion de diferentes
citocinas y sustancias pro-inflamatorias, principalmente TGF-p, IL-1p, IL-6, IL-8 y FGF-2, que
desencadenan entre otras respuestas, la transformacion del epitelio mesenquimal de la
células mesoteliales en fibroblastos, la produccién incrementada de matriz extracelular®y la
produccion de otros mediadores pro-angiogénicos como VEGF.®® Hoy dia se sabe que
VEGF junto con la IL-8 y FGF-2 inducen incremento en el nimero de capilares peritoneales
y mayor permeabilidad, lo que sugiere su posible participacién en la iniciacion y progresion
de la FP,(1:12.13) limitando la terapia de DP.

Actualmente existe evidencia que propone que la FP se debe al dafio de las células
mesoteliales por la exposicién continua y directa al liquido dializante, el cual tiene un pH
bajo, con alto contenido de glucosa y alta osmolaridad.®

Estudios recientes han descrito que los productos finales de la glucosilacion avanzada
(AGEs, advanced glycation end products) parecen contribuir a la FP cuando interactian con
sus receptores especificos (RAGESs),¥ induciendo la produccion de factores angiogénicos
(VEGF), fibrogénicos (TGF-B)1® e inflamatorios (IL-1B, IL-6),1® en las células
mesoteliales®® (Figura 1).

Sol.dializantes
4 concentraciones de FIBROBLASTOS

glucosa

FIBROSIS PERITONEAL

Transformacién Producen

| o =
=

AGE’s s
\ Transicién
Estimulan l Estimulan epitelio-mesenquimal

Producen
IL6, IL8, FGF2 | —

CELULAS MESOTELIALES | ——— |IL-1B,

\ VEGF
Modifica

Figura 1. Mecanismos propuestos de fibrosis peritoneal por AGEs.

Fuente: Elaboracién propia.

Como se puede apreciar en la figura parte importante en el desarrollo de fibrosis se han propuesto a las
soluciones dializantes como mecanismo generador, pero continua en incertidumbre el tiempo en que se genera
la activacién de los AGEs y su efecto sobre las células mesoteliales.

Generan

Angiogénesis
Estimula
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La DP es el principal tratamiento de reemplazo renal en nuestro pais. Sin embargo, el 50%
de los pacientes con DP presentan fibrosis progresiva, angiogénesis acelerada y
degeneracion vascular asociada con incremento del transporte de solutos y disminucién de
la ultrafiltracion, lo que conlleva a la pérdida de funcién del peritoneo. Los mecanismos que
subyacen a estos procesos patolégicos no estan bien dilucidados, por lo que no existen
intervenciones dirigidas por patogénesis para evitarlos.

Es probable que una fuente importante de moléculas pro-angiogénicas y pro-fibréticas en
este proceso sean las células mesoteliales, mediante la activacién de vias de respuesta a
los RAGEs. En este sentido, la exposicibn cronica y persistente del peritoneo a
concentraciones elevadas de glucosa durante el proceso de dialisis peritoneal pudiera ser el
inductor de la actividad de los RAGEs en las células mesoteliales, o que en ultima instancia
facilitaria la produccion de mediadores solubles que promuevan inflamacién, angiogénesis y
fibrosis in situ. Por lo anterior, resulta necesario analizar si las células mesoteliales alteran
diferencialmente la produccién de factores angiogénicos y pro-fibréticos a la concentracion

de glucosa del liquido dializante.

JUSTIFICACION

La pérdida progresiva de la eficacia de la DP en pacientes con ERC provocada por la FP
esta asociada a una falla en la ultrafiltracion, que lleva al cambio de terapia de reemplazo
renal. Ademas, la FP es un factor de riesgo mayor para el desarrollo de esclerosis
peritoneal encapsulante, razon por la cual la DP es omitida (evitada) en una cantidad
significativa de pacientes en fase terminal. A pesar de haberse realizado multiples estudios
(en ratas y en células mesoteliales de omento y liquidos de DP) tratando de entender los
mecanismos por los cuales los AGEs producen fibrosis del peritoneo, muy poco se conoce
acerca de los efectos de las distintas concentraciones de glucosa del liquido dializante en la

sintesis de factores fibroticos, angiogénicos e inflamatorios por parte de las células
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mesoteliales humanas. Ello resultaria en un primer acercamiento para disefiar medidas que

disminuyan la inflamacion y el dafio del peritoneal, para prolongar la funcionalidad de la DP.

HIPOTESIS

El Factor de crecimiento de endotelio vascular (VEGF) y el Factor de crecimiento
transformante beta (TGF-B) presentardn un incremento directamente proporcional a mayor

concentracion de glucosa de por lo menos el 50% con relacion al basal.

OBJETIVO GENERAL

Evaluar la respuesta de las células mesoteliales peritoneales, obtenidas de soluciones de
didlisis peritoneal, provenientes de pacientes con ERC con exposicion aguda y cronica a
soluciones dializantes con diferentes concentraciones de glucosa, a través de la activacion
de los RAGEs, midiendo la produccion de VEGF y TGF-p.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Evaluar si la produccion in vitro de VEGF y TGF-Bpor células mesoteliales
peritoneales es diferente a la basal, después de la administracién de didlisis
peritoneal durante tres meses en pacientes con ERC.

e Evaluar si la exposicion en agudo a diferentes concentraciones de glucosa (1.5% vs
2.5% vs 4.25%) modifica la produccién in vitro de VEGF y TGF-B-Bpor células
mesoteliales de pacientes con ERC que no han iniciado DP.

e Evaluar si la exposicion en agudo a diferentes concentraciones de glucosa (1.5% vs
2.5% vs 4.25%) modifica la produccién in vitro de VEGF y TGF-Bpor células

mesoteliales de pacientes con ERC sometidos a DP durante tres meses.
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MATERIAL Y METODOS

Experimental analitico.

CRITERIOS DE INCLUSION

Bolsas de producto de didlisis peritoneal proveniente de pacientes que iniciaran terapia de
reemplazo renal mediante dialisis peritoneal continua ambulatoria del Hospital Regional 1°
de Octubre y Hospital General Tacuba que cumplan las siguientes caracteristicas:

e Mayores de 18 afios

e Sin distingo de género

e Con ERC KDIGO V

e Sin dialisis peritoneal previa

e Firma de consentimiento informado

e Que sean sometidos a colocacion de catéter de Tenckhoff percutaneo o quirdrgico.

e Inscritos al programa de dialisis peritoneal ambulatoria (DPCA).

e Reporte de citoquimico de liquido de didlisis con leucocitos < a 100 cel/ dl.

CRITERIOS DE EXCLUSION

Bolsas de producto de dialisis peritoneal proveniente de pacientes que iniciaran terapia de
reemplazo renal mediante didlisis peritoneal continua ambulatoria del Hospital Regional 1°
de Octubre y Hospital General Tacuba que cumplan las siguientes caracteristicas:

e Pacientes diabéticos

e Que hayan recibido glucocorticoides por cualquier via en los ultimos 3 meses.

e Con mas de una cirugia abdominal previa por cualquier motivo.

e Con antecedente de proceso infeccioso intraperitoneal o de cavidad abdominal 3

meses previos.
¢ Neoplasia activa.

e Mujeres embarazadas o con endometriosis.
I ————
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Infeccidn previa por virus de hepatitis B o C, o VIH.

Presenten lesion de viscera hueca o hemoperitoneo al momento de colocacion de

catéter de Tenckhoff.

CRITERIOS DE ELIMINACION

Bolsas de producto de didlisis peritoneal provenientes de pacientes que iniciaran terapia de

reemplazo renal mediante diélisis peritoneal continua ambulatoria del Hospital Regional 1°

de Octubre y Hospital General Tacuba que presenten durante el tiempo de estudio o

seguimiento, las siguientes caracteristicas:

Presenten hemoperitoneo.

Presenten proceso inflamatorio local (tonelitos).
Presenten peritonitis secundaria.

Presenten proceso inflamatorio sistémico.

Se les realice recolocacion de catéter de Tenckhoff.

Migren a otra modalidad de tratamiento sustitutivo de la funcion renal.

Sean sometidos a cirugia durante el seguimiento por cualquier motivo.

Uso de glucocorticoides durante el seguimiento.

CALCULO DE LA MUESTRA

El muestreo es por cuota, debido a que interviene el tiempo. Tomando en cuenta la

capacidad de las placas de ELISA (método por el que se determinara la concentracién de

cada uno de los analitos), consideramos un numero de 10 pacientes con seguimiento

completo a los tres meses, segun la capacidad de las placas de ELISA, sin embargo por

situacion meédica actual, sélo se lograron reunir muestras en ambos momentos (pre y post-

didlisis) de 3 pacientes con ERC.
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TECNICAS Y PROCEDIMIENTOS EMPLEADOS

La seleccion de las bolsas de dialisis provenientes de pacientes que reunieron los criterios
de inclusion, se les inform6 sobre el protocolo de investigacion y se solicitdo firma de

consentimiento informado para participar en estudio y para colocacion de catéter de didlisis.

COLOCACION DEL CATETER TENCKHOFF

Se procedié a realizar asepsia y antisepsia, posteriormente se infiltré lidocaina y realizo
incisién en linea paraumbilical izquierda. Se disecé por planos hasta llegar a membrana
peritoneal, perforando la membrana peritoneal. Se introdujo el catéter de didlisis mediante
guia metdlica en hueco pélvico. Se corroboré adecuada colocacion con la introduccion 40 mli
de solucion salina y verifico retorno de la solucion, este liquido obtenido fue la primera
muestra de liquido peritoneal a analizar. Una vez que se corroboré la adecuada colocacion
del catéter se infundid 2000 cc de solucién dializante al 1.5% para corroborar adecuada
permeabilidad y se drend posteriormente. Se realizé tunel, y finalmente se cerré por planos

la incision.

OBTENCION DE LIQUIDO PERITONEAL

A todos los pacientes se les tom6 una primera muestra de 40ml de solucion salina con
liguido peritoneal al momento de colocar el catéter de Tenckhoff (tiempo Basal), asi como el
liquido de didlisis drenado en el primer recambio 40ml. Ademas, se tomd una segunda
muestra a los 3 meses de haber iniciado la DP. Para ambos tiempos de coleccion de
muestras, se extrajeron 50ml del efluente del dializado en jeringa estéril bajo condiciones de

asepsia.
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TRASLADO DE MUESTRAS

Las muestras de liquido de didlisis y de liquido peritoneal se colocaron en frascos estériles
con tapa hermética de goma o rosca (recipiente primario) debidamente etiquetados con los
datos del paciente y se guardaron en un segundo envase hermético para proteger el envase
primario. Estos dos envases fueron colocados en un tercer embalaje rigido con un material
para amortiguar y proteger de dafos fisicos externos, asi como también con un material
absorbente en caso de rotura o fuga del material. Finalmente se colocaron estos en un
recipiente refrigerado a 4°C para la mejor preservacion de la muestra. Posteriormente fueron
enviadas mediante transporte terrestre contratado de manera particular al Instituto Nacional
de Cardiologia, al laboratorio de inmunologia.

OBTENCION Y ESTIMULACION DE CELULAS MESOTELIALES

Las muestras de liquido peritoneal se centrifugaron a 500 g durante 15 minutos a 7°C. Las
células se contaron, ajustaron y sembraron 5 x 10°cel/pozo en placas de cultivo celular de 24
pozos y se dejaron incubar en medio RPMI-1640 suplementado (10% de suero fetal bovino,
5% de aminoé&cidos esenciales, 5% de estreptomicina-gentamicina y 5% de HEPES). A las 2
horas de cultivo, las células mesoteliales se estimularon con soluciones dializantes a las
siguientes concentraciones: 1.5%, 2.5% y 4.25% de glucosa. A las 48 horas de incubacion
se cosecharon los sobrenadantes y se almacenaron en alicuotas de 500 uL que se

mantendran congeladas a -70°C hasta su uso.

DETERMINACION DE CONCENTRACION DE BIOMARCADORES

Las concentraciones de TGF-f y VEGF fueron determinadas mediante la técnica de ELISA-
Sandwich mediante el uso de kits comerciales (R&D Systems), siguiendo instrucciones del
fabricante. Se procesaron las muestras en lector de ELISA marca BioTek, modelo ELx808.

Se utilizé un anticuerpo monoclonal especifico para cada uno de los analitos como

anticuerpo de captura para la sensibilizacién de la placa de ELISA. Posterior al proceso de
I ————
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lavado se afiadié buffer de fosfatos con albumina al 1% como solucién de bloqueo para
cubrir las superficies que no contuvieran el anticuerpo de captura y evitar pegados
inespecificos. Se lavaron y colocaron 100 pL de las muestras de sobrenadante a determinar
y la curva de referencia correspondiente conformada por diluciones seriadas a partir de una
concentracion conocida. Se utilizaron anticuerpos policlonales como anticuerpo de deteccion
y la estreptoavidina (enzima) y solucion reveladora. La intensidad del color (densidad 6ptica)
fue medida en lector de ELISA a 450 nm. Se calculé la concentracién para cada densidad
optica detectada y se multiplicé por el factor de dilucion que se haya utilizado para los

sobrenadantes.

En el analisis estadistico, las variables dicotomicas se expresaron como porcentajes, las
variables dimensionales en promedios + 1 desviacion estandar y las variables nominales y
ordinales como medianas y rangos intercuartilares. Las diferencias entre proporciones
fueron procesadas con la prueba dey?-cuadrada; las diferencias entre grupos se identificaran
mediante la prueba de ANOVA de una via o Kruskal-Wallis para comparaciones de mas de 2
grupos, con andlisis post hoc con la prueba de Tukey o de Dunnet para ANOVA y U Mann
Whitney. Para encontrar la variacion a lo largo del tiempo se usé la prueba de Wilcoxon. Se
fij6 un valor de p<0.05 para significancia estadistica. Los analisis estadisticos se realizaron

con el programa estadistico GraphPadPrism version 7.0.

ACEPTACION DEL PROTOCOLO

El presente trabajo fue aceptado por los comités de bioética e investigacion del Institutito de

Seguridad y Servicios Sociales de los Trabajadores del Estado.

RESULTADOS

Los datos de la Tabla 1 muestran las caracteristicas de los sujetos de estudio que
conformaron el presente estudio. De los parametros bioquimicos, Unicamente los niveles de

urea mostraron diferencia estadistica (p=0.0022) entre las determinaciones realizadas antes
I ————
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y después de la DP, sin embargo esto es de esperar por ser el objeto del inicio de la terapia
de reemplazo renal, la eliminacion de toxinas, dentro de ellas la urea.

Los resultados mostrados en la Figura 2A, describen una mayor produccion de TGF- (1.2
veces, 16.5%) por las células mesoteliales extraidas de pacientes sometidos 3 meses a
didlisis peritoneal en comparacion con las producidas por éstas mismas células antes de la
DP (150 vs 125 pg/mL). De manera similar, la produccion de VEGF (Figura 2 B) por las
células mesoteliales expuestas 3 meses al liquido dializante también increment6 1.2 (16%)
la produccién basal (98.6 vs 77.3 pg/mL).

La exposicion de las células mesoteliales de pacientes con ERC antes de someterlos a DP
gue fueron expuestas a solucion dializante con concentracion de 1.5% de glucosa,
incremento 1.2 veces (19%) la produccion de TGF-B, mientras que su exposicion a una
concentracion de 2.5% de glucosa la increment6 1.3 veces (23%), y con un liquido con 4.5%

de glucosa la incremento 1.7 veces (42%) (Figura 2A).

Las células mesoteliales obtenidas de pacientes con terapia dialitica durante 3 meses,
cuando se expusieron a concentraciones de glucosa al 1.5%, la produccién de TGF-3 se
incrementd 1.16 veces (14.4%), mientras que al exponerse a glucosa al 2.5% su produccién
incremento 1.3 veces (20.7%) y la exposicion al 4.25% de glucosa la incrementd 1.4 veces
(28.2%).

La produccion de VEGF de las células mesoteliales obtenidas de pacientes sin dialisis
previa, cuando se expusieron a una concentracion de 1.5% de glucosa incremento los
niveles basales 1.3 veces (22%), mientras que al exponerlas a una solucion al 2.5% de
glucosa incrementd su produccién 1.6 veces (38.6%) y con solucién al 4.25% incremento
2.2 veces (55%). Las células mesoteliales que estuvieron expuestas durante 3 meses al
liquido dializante, cuando se expusieron a la solucibn con un 1.5% de glucosa
incrementaron 1.04 veces (45%) la produccion de VEGF, con solucion al 2.5%
incrementaron 1.4 veces (30%) y al exponerlas a la mayor concentracion de glucosa (4.25%)

aumentaron su produccion 1.8 veces (45%) (Figura 2B).
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Tabla 1. Caracteristicas demogréficas y clinicas de pacientes con ERC previo y posterior a DP.

POST-DIALISIS (3

PRE-DIALISIS meses) VALOR DE p
Edad, mediana (IQR 25-75) 56 (41 - 63) 56 (41 - 63)
Hombres/Mujeres 3/0 3/0
Laboratorios, mediana (IQR 25-75)

Glucosa 82 (81 -85.5) 83 (78 - 83.5) 0.8281

Urea 258.9 (214.9 - 271.3) 70.8 (67.7 - 93.35) 0.0022*

Creatinina 12.9 (11.3-12.9) 5.3(5.1-9.3) 0.3939

Albdmina 3.4 (3.35-3.5) 3.3(3.25-3.85) 0.5887

Leucocitos 9.02 (7.53-11.86) 8.32(8.06-10.11) 0.8082

*significancia estadistica, IQR= rango intercuartilar
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Figura 2. Concentracion de TGF-p (A) y VEGF (B) en sobrenadante de cultivos de células mesoteliales
obtenidas de pacientes con ERC previo y posterior a la didlisis peritoneal (DP) (3 meses) expuestas a
diferentes concentraciones de glucosa en el liquido dializante. % vs concentracién basal.
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DISCUSION

Actualmente es bien conocido que las soluciones dializantes tienen como agente osmolar la
glucosa, capaz de alterar la produccion de factores inflamatorios, angiogénicos y pro-
fibréticos. Sin embargo, no se ha dilucidado el patron de produccion de VEGF y TGF- por
las células mesoteliales antes de ser expuestas a soluciones dializantes (virgenes), de
aquellos pacientes cuya etiologia de su nefropatia es distinta a la derivada por la diabetes.
En este estudio se demuestra que las células mesoteliales cuando se exponen al liquido
dializante, independientemente de la concentracion de glucosa que éste tenga, presentan un
marcado incremento en la produccion de factores prototipo que subyacen a los procesos de
fibrosis y angiogénesis como son el TGF- y el VEGF, respectivamente.

Nuestros datos demuestran un incremento proporcional en la sintesis/secrecion de TGF-B y
VEGF, esto es, a mayor concentracidon de glucosa en el liquido dializante, mayor el
incremento en su produccion. De manera que, la produccion incrementada de ambos
factores al ser dependientes de la concentracibn de glucosa que contenga el liquido
dializante sugiere un aumento en el riesgo de desarrollar fibrosis peritoneal en los pacientes
sometidos a dialisis peritoneal. Por otro lado, las células mesoteliales (virgenes) mostraron
ser mayormente respondedoras a los efectos de las distintas concentraciones de glucosa de
los liquidos dializantes a las cuales fueron expuestas en comparacion con las células
mesoteliales previamente expuestas a dialisis. Una posible explicacion pudiera ser la
saturacion de los receptores de AGE’S, que conllevan a la disminucion en la sintesis de
ambos factores por estas células.

Estos hallazgos tendrian como implicacion clinica la toma de decisiones mas cuidadosas
con respecto al uso de las soluciones dializantes para cada paciente, desde el inicio de su
terapia dialitica, estando conscientes que desde ese momento se estara induciendo la
activacion de las vias fibroticas y angiogénicas que pudieran conducir a la falla temprana de
la membrana peritoneal debido al desarrollo de los procesos pro-fibréticos y angiogénicos

gue ellos supone.
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CONCLUSIONES

La produccién de VEGF y TGF-B por las células mesoteliales in vitro es proporcional a la
concentracion de glucosa contenida en el liquido dializante. El uso de soluciones dializantes
con concentraciones altas de glucosa podria favorecer la falla de la membrana peritoneal por
el incremento en la sintesis de factores fibréticos y angiogénicos que las soluciones

dializantes con menor concentracion de glucosa.

PROPUESTAS

Fomentar el uso racional de dialisis peritoneal en conjuntos con el cuidado nutricional de los
pacientes, para que no requieran dosis altas de un agente osmotico como para una
ultrafiltracion efectiva.

Encontrar el agente osmatico idoneo para dialisis nutricional, en funcionalidad efectiva, sin

efectos adversos, de bajo costo, y de disponibilidad para todos...
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