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RESUMEN.

Titulo : “ Aislamiento, cultivo y caracterizacion de células mesoteliales peritoneales de
rata”.

Introduccion: El cultivo de células mesoteliales constituye una excelente herramienta

para el estudio de sus propiedades estructurales y funcionales en condiciones basales y
condiciones estimuladas.

Objetivos: Desarrollar una técnica reproducible de cultivo de células mesoteliales de
peritoneo de rata y caracterizar las células obtenidas por sus caracteristicas morfologicas

y por la presencia de los marcadores celulares para este tipo de células.

Material y Métodos: Estudio experimental, con obtencion de células mesoteliales de
rata , mediante la infusién a cavidad peritoneal de tripsina al 0.25% en solucién
amortiguadora de fosfatos. Se cultivaron en medio DMEM/F12, enriquecido con suero
fetal bovino al 20%, que se reemplazd cada 48 horas . Las células se mantuvieron en
incubadora a 37°C, con una atmosfera con CO2 al 5% hasta confluencia celular. La
caracterizacion celular se realiz6 por inmunofluorescencia con la utilizacion de un

panel de anticuerpos y por microscopia electrénica .

Resultados: Las células mesoteliales de rata obtenidas presentaron su forma
caracteristica alargada, con tendencia a confluir en un promedio de 8 a 10 dias y a la
formacion de una monocapa. En la microscopia electronica se demostrd la presencia de
numerosas microvellosidades en la superficie de la célula mesotelial. En el estudio de
inmunofluorescencia, las células mesoteliales de rata presentaron tincidén positiva a
claudinas 1, 2 y 3, asi como a vimentina 'y acuaporina 1.

Conclusiones: Este modelo ofrece la oportunidad de realizar estudios de biologia
celular y de farmacos, que permitiran sustentar nuevas opciones terapéuticas en
humanos.

Palabras clave: rata, célula mesotelial , cultivo celular, caracterizacion celular.



SUMMARY.

Tittle: ““ Isolation, culture and characterization of rat peritoneal mesothelial cells”.
Introduction: Mesothelial cells culture provides an excellent tool for studying their
structural and functional properties in basal and stimulated conditions.

Objectives: Develop a reproducible technique of mesothelial cell cultures of rat
peritoneal mesothelial cells and cultured cells characterization by a panel of cell
markers.

Material and Methods: Experimental study , was conducted to obtain mesothelial cells
of rats , through infusion of peritoneal cavity to the 0.25% trypsin in buffer solution
phosphates and their cultivation in DMEM/F12 enriched with fetal bovine serum 20%,
replaced every 48 hours and holding cells in an incubator at 37 ° C under an atmosphere
with CO2 to 5% cell confluence.  Cell characterization was performed by
immunofluorescence using a panel of antibodies and the performance of electron
microscopy.

Results: Mesothelial cells obtained from rats presented their characteristic elongated
shape, with a tendency to converge at an average of 8 to 10 days and the formation of a
monolayer. In electron microscopy showed the presence of numerous microvilli on the
surface of mesothelial cells. In the study by immunofluorescence, rat mesothelial cells
showed positive staining for claudins 1, 2 and 3, as well as vimentin and acuaporina 1.
Conclusions: This model offers the opportunity for studies of cellular biology and
medicinal products, which will support new therapeutic options in humans.

Key words: rat, mesothelial cell, primary culture, celular characterization.



ANTECEDENTES CIENTIFICOS.

Las células mesoteliales ( CM ) son células epiteliales especializadas que constituyen
una poblacion homogénea y recubren Organos internos y paredes corporales de la
cavidad peritoneal, pleural y pericardica. Ellas adoptan una morfologia
predominantemente elongada, aplanada y escamosa independiente de la especie animal

( humano, murino, conejo o caballo ) o sitio anatomico (1).

Embriolégicamente, el mesotelio se desarrolla del tejido mesodérmico entre las 8 y 18
dias de gestaciéon dependiendo de las especies. En humanos, esto ocurre alrededor del
dia 14, cuando las células gradualmente se diferencian de células cuboideas a células

alargadas y aplanadas (2).

Existen 2 morfologias del mesotelio: células mesoteliales cuboidales que tienen una
superficie pequefia, abundante aparato de Golgi, reticulo endoplasmico rugoso y
vesiculas con numerosos microvellosidades comparado con células mesoteliales

escamosas (3).

Las CM contienen microtibulos y microfilamentos, glucégeno, vesiculas y vacuolas,
pocas mitocondrias, un aparato de Golgi poco desarrollado y un pequefio reticulo
endoplasmico rugoso (2). Son ceélulas Unicas y aunque son derivadas del mesodermo,
expresan filamentos intermedios del mesénquima, que contienen vimentina y desmina.
También expresan citoqueratinas, que son proteinas caracteristicas de las células

epiteliales (1).



Presentan abundantes microvellosidades y cilios que se encuentran en la superficie
luminal de la célula mesotelial. Estas estructuras protegen la superficie mesotelial del
dafio por friccién al producir exudado seroso y agua ( microvellosidades ) y secrecion
de surfactante ( cilios ). Por lo que contribuyen a la homeostasis normal y fisiologica de
las cavidades serosas. Son la primera linea de defensa durante el dafio quimico,
bacteriano y quirargico (1).

Las CM secretan glucosaminoglicanos, proteoglicanos y fosfolipidos, que proveen un
glicocéliz no adhesivo que protege la superficie serosa de la abrasion , de infecciones y

diseminacion tumoral (1).

Las CM pueden sintetizar una serie de citocinas, quimocinas , factores de crecimiento y
componentes de matriz que regulan la inflamacién e inician la proliferacion celular, la
diferenciacion, la migracion y reparacion tisular. La secrecion de quimocinas promueve
la migracion transmesotelial de neutrdfilos y monocitos a sitios de lesion, asi como de
leucocitos del compartimento vascular al espacio seroso. Ademas de la importancia del
papel activo en el depdsito local de fibrina, su actividad fibrinolitica es esencial en la
prevencion y remocion de depoésitos de fibrina, posterior a un dafio mecénico e

infeccion (1).

5 nesotelio esta activamente involucrado en el transporte y movimiento de células a
través de las cavidades serosas mediante vesiculas pinociticas y uniones intracelulares.
Este transporte es por conveccion y difusion ya que la resistencia es limitada como
barrera biologica. La presencia de sitios anionicos sobre las células mesoteliales hacen
que la membrana peritoneal con carga negativa actie como una barrera permeable

selectiva para el transporte de proteinas plasmaticas (1).



Las células mesoteliales peritoneales humanas (CMPH) aisladas de especimenes del
omento, poseen caracteristicas bioquimicas y morfoldgicas idénticas a las que se

encuentran en células madre mesoteliales peritoneales (1) .

El cultivo de CM provee de una excelente herramienta para el estudio de sus
propiedades estructurales y funcionales en condiciones basales y bajo estimulos

diversos (1).

Bajo condiciones normales de homeostasis peritoneal, las células exhiben proliferacion
celular limitada. S6lo del 0.1%-0.5% de células en el mesotelio estan en mitosis en
cualquier momento, pero si se estimulan en forma apropiada, su actividad mitética

aumenta, dentro de 48 horas después de la lesion a la superficie serosa (2) .

El uso de células mesoteliales de roedores tiene ventaja sobre el uso de CMPH, debido
que el tejido neonatal y fetal puede proveer de una poblacion de células que se dividen

rapidamente (1) .

El cultivo de CMPH de tejidos del omento esta bien establecido y es reproducible. Los
cuidados requeridos para obtener un cultivo de CMPH son : prevenir la contaminacién
de los cultivos con fibroblastos peritoneales y en menor grado la contaminacién por
células endoteliales. Los fibroblastos peritoneales pueden ser distinguidos de las células
mesoteliales por su apariencia alargada y su tincion negativa para citoqueratina. EI uso
de un amplio panel de marcadores celulares y la microscopia de contraste de fase son

los mejores métodos para distinguir las CMPH de las células endoteliales (1).



El potencial proliferativo de CMPH es limitado en cultivo. Las células pueden ser
mantenidas en cultivo sin pérdida significativa en su morfologia celular hasta el
segundo o tercer pasaje, posteriormente las células se vuelven alargadas, aplanadas y

con numerosos nucleos y vacuolas (1).

Otra de las funciones de las células mesoteliales es reducir la friccion por la expresion
de numerosas microvellosidades que movilizan y facilitan la distribucion de material

surfactante que lubrica los 6rganos internos (3).

El cilio primario esté presente en la superficie apical del mesotelio de todas las serosas,
incluyendo la regiones parietales y viscerales. Ocupa la posicion supranuclear de la
superficie celular de la célula mesotelial en todas las especies estudiadas tanto en el

humano como en las ratas (3).

El cilio primario tiene una funcion sensorial para deteccion de cambios en la
composicion del liquido seroso incluyendo reguladores hormonales y paracrinos que
son liberados hacia este liquido y esta estratégicamente localizado para mediar una
respuesta celular rapida . Durante los cuadros de peritonitis, las células mesoteliales son
activadas por la liberacion de citocinas proinflamatorias que amplifican la respuesta de

defensa y deteccion de friccion en la célula mesotelial (3).

El mejor método para distinguir las CMPH del omento, de las células endoteliales y
fibroblastos , es mediante la caracterizacion con el uso de un panel de marcadores

celulares, a los cuales las CM son positivos : E-cadherina, molécula de adhesion



intercelular-1 (ICAM-I), citoqueratinas, desmina , vimentina, calretinina y CA 125

principalmente (4).

Las celulas epiteliales poseen varios complejos funcionales muy bien organizados, que
actlan como una barrera primaria a la difusién de solutos alrededor del espacio
paracelular: las uniones estrechas, las uniones adherentes, las uniones comunicantes y
los desmosomas. Se han identificado varias proteinas dentro del complejo de unién.
Entre ellas proteinas de membrana integrales ( como claudinas, ocludina, E cadherina ),
moléculas de sefializacion ( proteina cinasa C, tirosina cinasas Src, proteinas G
pequefias y subunidades G heterotriméricas ) y posibles proteinas estructurales de la

zona de oclusion (ZO-1, ZO-2y Z0O-3) (5).

La ocludina es una fosfoproteina de 60 kD, considerada una proteina integral de
membrana localizada en el interior de las fibrillas vistas por criofractura. Fue la primera

proteina de membrana integral identificada en las uniones estrechas (5).

Se han identificado otras proteinas transmembranales, la familia de las claudinas. Son
componentes integrales de las fibrillas de la unién estrecha y se han identificado 24
miembros de la familia de las claudinas, en ratones, ratas , conejos Yy seres humanos. Su
funcién es participar directamente en la formacion de las fibrillas de la union estrecha y
existen pruebas de que regulan directamente la selectividad de la via paracelular. Se ha
propuesto que le confieren a esta via de transporte propiedades de permeabilidad idnica

especificas de tejidos (5).
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La E cadherina es una glucoproteina de 120 kD, el principal componente de las uniones
adherentes de las células epiteliales y un miembro prototipico de la superfamilia de
cadherinas. La E-cadherina también es importante como molécula de transmisién de
sefiales en la células y, a través de ambas actividades, mantiene la integridad de los
epitelios (5).

Las proteinas ZO-1, ZO-2 y ZO-3 desempefian papeles relevantes en la organizacion y

regulacion de las uniones estrechas (5).

Por todo lo anterior las células mesoteliales mantenidas in vitro pueden ser una
herramienta potencial para el estudio de la biologia celular mesotelial y para estudiar la
influencia de factores negativos asociados a la didlisis  peritoneal.
Ultraestructuralmente, cultivos de CM de conejos y de rata (primarios o subcultivos )

son similares a las CM del roedor normal y de las células humanas serosas en vivo (6).

La preservacion de la integridad estructural y funcién del peritoneo es esencial para
mantener la eficacia de la membrana peritoneal. La constante exposicion del mesotelio a
componentes bioincompatibles de las soluciones de didlisis peritoneal, productos de
degradacidn de la glucosa y productos finales de la glucosilacion avanzada, peritonitis
y la uremia contribuyen a la pérdida de la habilidad del cilio primario a transmitir
sefiales intracelulares de manera efectiva y a la inflamacion peritoneal que se caracteriza
por el aumento de la permeabilidad vascular, activacion y expansion de los macrofagos
peritoneales , infiltracion de células a los sitios de lesion , liberacion de productos pro-
inflamatorios e incremento de la sintesis de matriz proteica dan como resultado la

pérdida de la capa protectora de la cavidad peritoneal (7).
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El establecimiento de cultivos de células de mesoteliales humanas provee la base de un
modelo para la investigacion del papel del mesotelio en los mecanismos de defensa
durante la peritonitis asi como de una técnica de estudio in vitro de la fisiologia de la

célula mesotelial e importancia en el transporte de agua y solutos. (8).

La obtencion de células mesoteliales normales puede ser dificil ya que éstas pueden
perder o cambiar caracteristicas funcionales y fenotipicas. Esto generalmente ocurren
con pasajes de repeticion o cultivos prolongados de las células. Por lo que es importante
describir un método de corto plazo de crecimiento de células mesoteliales peritoneales

en animales (9).

Otras posible aplicaciones de las células mesoteliales en cultivo son: implantacion de
células mesoteliales o su trasplante para preservar la estructura y funcién del peritoneo
normal. Que puede tener implicaciones en la morbilidad y sobrevida de los pacientes

con didlisis peritoneal (10).
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MATERIAL Y METODOS.

Estudio experimental, que se llevd a cabo en las instalaciones del Hospital de
Especialidades Centro Médico Nacional La Raza, con el apoyo del Departamento de
Fisiologia del Centro de Investigacion y de Estudios avanzados del IPN donde se

realizaron las técnicas de inmunofluorescencia y microscopia electronica.

Obtencion de células mesoteliales de la rata:

Se incluyeron 3 ratas hembras ( Wistar ) con un peso promedio de 200 gramos, , los
animales de experimentacion del proyecto fueron sacrificados después de los
procedimientos mediante dislocacion cervical manual , usado como método fisico de
eutanasia. Se confirmd la muerte del animal por ausencia de signos vitales, todo lo
anterior de acuerdo a la Norma Oficial Mexicana NOM-062-Z00-1999,
Especificaciones técnicas para la produccion, cuidado y uso de los animales de

laboratorio.

TECNICA DE CULTIVO DE CELULAS MESOTELIALES.

1) Larata se anestesio con fenobarbital sddico via intraperitoneal, con una dosis de
1 ml/kg/peso con una aguja de insulina. Una vez que se encontraba anestesiada,
la rata se coloc6 en una cama con temperatura a 37° C y se sujetaron las cuatro
extremidades.

2) Posteriormente se realizé la tricotomia con rasuradora y navaja en la regién
abdominal y antisepsia con solucion de yodo 6% . Después, se procedio a
disecar con bisturi en la linea media de la rata hasta visualizar el peritoneo.

3) Acto seguido, se realiz6 una incisién fina de 2 mm de longitud en el peritoneo
en sentido cefalocaudal y se introdujo un catéter de didlisis peritoneal

esterilizado en etanol, dirigiéndolo hacia el hueco pélvico.
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4)

5)

6)

7)

8)

9

Se fijo el catéter al peritoneo con seda 00 mediante una jareta, para evitar la
fuga de liquido alrededor del orificio de insercion del cateter.

Se perfundieron 25 ml de solucion de tripsina al 0.25% + EDTA al 0.02% vy se
dejaron en cavidad peritoneal.por 30 minutos.

Se realizaron movimientos finos para reposicionar el catéter evitando
desplazarlo mas de 1 cm para evitar salida del liquido por el orificio.

Se colocd el catéter en direccion caudal y se drend por gravedad hacia un vaso
de precipitado de 50 ml , estéril.

El liquido obtenido se pas6 a un tubo de centrifuga de 50 ml y se centrifugé a
1500 rpm por 10 minutos.

Se elimind el sobrenadante y se agregd 1 ml medio completo en donde las
células se resuspendieron. Este procedimiento se repiti6 2 veces mas para
lavarlas. Para contar las células se tomaron 10 pl de la suspension de células y se
les agregaron 90 pl de solucion de azul tripano al 0.4% (dilucion 1:10). De esta
suspension de células se tomaron 10 pl para llenar la cAmara de Neubauer y se

realizo el conteo de las células

10) Las células se sembraron en una caja de 4 pozos, previamente cubiertos con

coldgeno. Se mantuvieron en DMEM/F12 con 20% de suero fetal bovino
adicionado con: bicarbonato de sodio 1.2 g/l, penicilina 100 U/ml,
estreptomicina 100mg/ml, transferrina 0.5 ug/ml, insulina 0.5 pg/ml, glutamina
2 mM. Los cultivos se mantuvieron a 37 °C en medio humedo en una atmosfera

de CO, al 5%. El cambio del medio se realiz6 cada tercer dia.

PASAJE DE CELULAS

1.- Se retird el medio de cultivo.
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2.- Las células se lavaron 3 veces con PBS sin calcio.

3.- Se les agregd tripsina 0.25% + EDTA al 0.02% y se dej6 5 minutos a 37°C
4.- Las células se levantaron y se colocaron en un tubo de 50 ml estéril con 4 ml
de medio de cultivo y se centrifugaron a 1500 rpm por 3 minutos

5.- Se elimino el sobrenadante y las células se resuspendieron en 1 ml de medio
de cultivo fresco.

6.- Se hizo conteo celular con azul de tripano y se sembraron en cajas nuevas.

La caracterizacién celular se realizd6 mediante inmunofluorescencia con la utilizacién

de un panel de anticuerpos como: claudinas, E-cadherina, citoqueratinas, vimentina y

acuaporina 1 y se realiz6 microscopia electronica donde se observaron y se caracterizo

la morfologia de la superficie de las células mesoteliales peritoneales de rata.

INMUNOFLUORESCENCIA.

1.

2.

3.

Se realizaron 2 lavados rapidos a las células con PBS filtrado.

La monocapa se fij6 con metanol absoluto por 30 minutos a 4° C.

Se hicieron 3 lavados de 5 minutos cada uno, con PBS 1X y con agitacion suave.
Las células subconfluentes se permeabilizacion con 0.1% de triton X-100 en PBS
y las confluentes con 0.25% de tritdn X100 en PBS, durante 15 min.

Se realizaron 2 lavados rapidos y 3 de 5 minutos cada uno, con PBS.

Se bloguearon los sitios inespecificos con 30 ul de albimina sérica bovina (BSA)
al 0.5% durante 30 minutos y a 4° C.

Se colocaron 30 microlitros del primer anticuerpo diluido en BSA a la
concentracion marcada por el proveedor: raton o citoqueratina 8-18 ( 1:50,

Zymed Laboratories, Invitogen Inmunodetection) y conejo o Claudina 1 ( 1:100,
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Zymed Laboratories, Invitrogen Inmunodetection), raton o vimentina (1:100,
Zymed Labboratories, Invitrogen Inmunodetection) y conejo o Claudina 2 (1:82,
Zymed Laboratorios Invitrogen Inmunodetection..), ratén o E cadherina (1:50,
Zymed Laboratories. Invitrogen Inmunodetection) y conejo o Claudina 3 (1:10,
Zymed Laboratories., Invitrogen Inmunodetection), conejo o acuaporina (1:10,
Chemicon Internacional), raton o claudina 4 (1:50, Zymed Laboratories
Invitrogen Inmunodetection) y cabra a Claudina 8 (1:100, Zymed Laboratories,
Invitrogen Inmunodetection ) y BSA para determinar union inespecifica. Se
incubaron toda la noche a 4° C.

8. Se lavaron 3 veces con PBS filtrado durante 5 minutos cada uno.

9. Se pusieron los segundos anticuerpos especificos o ratdn, o conejo y o cabra,
Alexa 488 y 594 (1:200, Molecular Probes) durante 60 minutos a temperatura
ambiente, cubriendo la preparacién con papel aluminio.

10. Se las células se lavaron 3 veces con PBS filtrado durante 5 minutos cada uno en
agitacion suave.

11. Se realizo lavado 2 veces con agua desionizada y filtrada durante 5 minutos cada
uno.

12. Se montd la preparacion en un portaobjetos con 2.5 microlitros de vectashield y
se sell6 los lados de cada cubreobjetos con barniz.

13.Y se guardd a 4° C protegido de la luz hasta que se realiz6 la microscopia

confocal.

MICROSCOPIA CONFOCAL
Las imagenes de microscopia confocal se tomaron en un microscopio confocal (Leica

SP2) con un laser de krypton-argon.



MICROSCOPIA ELECTRONICA:

Las células mesoteliales cultivadas en cubreobjetos cubiertas con colageno fueron
procesadas para microscopia electronica de barrido (SEM). Las células fueron fijadas
con glutaraldehido al 2.5% en PBS pH= 4 por 1 hora a temperatura ambiente (RT, 20 a
22 °C). Después se lavaron profusamente con PBS y se post-fijaron con tetradxido de
osmio en PBS por 1 hora a RT. Las células fueron lavadas con PBS y deshidratadas con
concentraciones cada vez mas altas de etanol. Las muestras se secaron a punto critico
con un Sandri — 720A ( Tousimis Rockville, MD. USA ) y después cubiertas con oro
en un Sputter-Etch ( Dorton Vacurum Desk 11, Cherry Hill, N.Y. USA) . Las células se
observaron y microfotografiaron en un microscopio de electrones de barrido VEOL 35C

( Veol, LTD Tokyo, Japan )

Andlisis estadistico:

Se realizaron comparaciones mediante las unidades arbitrarias de fluorescencia (UAF)
que se obtuvieron de los resultados graficados por microscopia confocal, entre la
presencia 0 no de cada marcador celular, con un intervalo de confianza del 95%,
comparando las 2 variables cuantitativas empleando la prueba de t no pareada. Valores

de P< 0.05 fueron considerados estadisticamente significativos.
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RESULTADOS.

Se utilizaron 3 ratas hembras Wistar , con un peso promedio 212 gramos, de las cuales
se obtuvo un efluente peritoneal promedio posterior a la infusion de tripsina de 17.6 ml
posterior a cada procedimiento. Posterior al cultivo de las células obtenidas y su
mantenimiento en condiciones ya establecidas se vigildé cada 24 horas el crecimiento
celular asi como descartar contaminacién del mismo, con recambio de medio de cultivo

cada 48 horas.

Durante las primeras 48 a 72 horas, el crecimiento celular fue lento con caracteristicas
morfolégicas celulares de tipo alargadas y elongadas (anexos 1 y 2) con tendencia a
confluir en un promedio de 8 a 10 dias y adquirir la caracteristica de “empedrado” con
la formacién de una monocapa (anexos 3 y 4). La contaminacion por fibroblastos fue

minima.

Una vez alcanzada dicha confluencia se realizaron 2 pasajes celulares para mantener la
viabilidad celular y asi realizar la caracterizacion celular con inmunofluorescencia y

microscopia electrénica.

En el estudio de inmunofluorescencia, las células mesoteliales de rata presentaron
tincién positiva a claudinas 1, 2 y 3 (anexos 5, 7 y 9) , vimentina (anexos 11y 13) ,

nacleos (anexos 12 y 13 ) y acuaporina 1 (anexo 15).

En la microscopia electronica se demostro la presencia de numerosas microvellosidades

en la superficie de la célula mesotelial (anexos 17-20).
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Mediante la medicion de unidades arbitrarias de inmunofluorescencia de cada marcador
celular en la microscopia confocal en comparacion con células control se obtuvieron
una P < 0.001 para claudinas 1 y 3 (ver anexos 6 y 10 respectivamente) y P < 0.0001 en

claudina 2, vimentina, nicleos y acuaporina 1 (ver anexos 8, 14 y 16).
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DISCUSION.

La introduccion de la diélisis peritoneal como modalidad de la terapia de reemplazo
renal provoco el interés en el estudio de la biologia de la célula mesotelial peritoneal.
Los cultivos de las células mesoteliales a partir del tejido del omento humano proveen
de un modelo in vitro para el estudio de esta membrana dindmica que juega un papel

importante en la homeostasis de la cavidad peritoneal.

El estudio de las interacciones entre las células peritoneales, soluciones de dialisis y
células inflamatorias requieren de un cultivo de células mesoteliales estables y
diferenciadas y debido al lento crecimiento de los cultivos primarios en humanos y la
necesidad de preparar un nuevo cultivo primario después de 4 a 6 pasajes celulares
limita su uso, por lo anterior el presente proyecto describe una técnica reproducible para
el aislamiento y cultivo de células mesoteliales peritoneales de rata y nos proporciona

una técnica til in vitro de la fisiologia de las células mesoteliales.

Estructuralmente, el cultivo y el crecimiento de estas células fueron similares a las
celulas obtenidas de conejo y raton obtenidas en los estudios de Thomas Hjelle y Bot

respectivamente. (8,9).

El método de aislamiento de células mesoteliales peritoneales en humanos esta bien
establecido como lo describe Fischereder et al (13) mediante la toma de tejido del
omento, misma técnica usada en otros modelos animales, en este estudio describimos un

nuevo método de aislamiento y obtencion de células de la cavidad peritoneal de rata
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mediante la insercion de un catéter con técnica estéril e infusion de tripsina que resultd

en una contaminacién minima del efluente obtenido.

Las células mesoteliales demostraron tincion a vimentina, como filamento intermedio,
caracteristica de las células epiteliales y de origen mesodérmico, como lo demuestra el
estudio de Yung et al (10) mediante analisis inmunohistoquimico de células

mesoteliales peritoneales de humano positivas a vimentina y citoqueratina.

Todas las proteinas de membrana de las uniones estrechas pueden mediar la adhesién
célula-célula y la sobreexpresion o disrupcion de éstas tiene efectos sobre la
permeabilidad paracelular. Con este proyecto se demostr6é la presencia de claudinas
(claudinas 1,2 y 3) en las células mesoteliales peritoneales de rata que explica que son
células epiteliales interconectadas célula-célula y que determinan por su funcién la

selectividad del transporte paracelular.

La integridad funcional de la membrana peritoneal juega un papel importante en la
regulacion de la ultrafiltracion, y la falla de ultrafiltracién es una complicacion en la
dialisis peritoneal y por lo tanto la monocapa de células mesoteliales proveen una gran
superficie para el movimiento de liquido entre capilares peritoneales y la cavidad
peritoneal. Neng et al. (11) confirmaron la expresion de acuaporina 1 en células
mesoteliales peritoneales de humano. En este estudio nosotros demostramos que la
acuaporina 1 esta presente en las células mesoteliales peritoneales de rata y su interés

clinico en el mantenimiento de la ultrafiltracion de la membrana peritoneal.
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Por microscopia electronica se observo la presencia de abundantes microvellosidades en
la superficie de las celulas mesoteliales de rata, como lo demostro el estudio de Bird, et
al. (12) con la presencia de numerosas microvellosidades sobre la superficie celular en
cultivos de células mesoteliales humanas y explica la importancia de éstas células en la

proteccion de la superficie y como linea de defensa contra el dafio quimico o bacteriano.
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CONCLUSIONES.

Las ventajas en el uso de células mesoteliales de roedores son : disponer de una fuente
accesible y econdémica de células peritoneales, que pueden ser mantenidas a largo plazo

en cultivos y que son faciles de replicar y controlar.

Las células mesoteliales de rata mantenidas in vitro proveen una herramienta potencial
para el estudio de la biologia celular mesotelial y permitir el estudio de la influencia de

factores negativos asociados a la diélisis peritoneal.

Este modelo ofrece la oportunidad de realizar estudios de biologia celular y de
farmacos, que permitirdn sustentar nuevas opciones terapéuticas en humanos, por
ejemplo la implantacion de células mesoteliales o trasplante para preservar un peritoneo
estructural y funcionalmente normal y asi mejorar la sobrevida y disminuir las

morbilidades en los pacientes en terapia de sustitucién renal con dialisis peritoneal.
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ANEXOS.
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ANEXO 3

ANEXO 4

27



ANEXO 5

ANEXO 6
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ANEXO 7

ANEXO 8
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ANEXO 9

ANEXO 10
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ANEXO 11
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ANEXO 13

ANEXO 14
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ANEXO 15

ANEXO 16
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ANEXO 17

ANEXO 18
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ANEXO 19

MICROSCOPIA ELECTRONICA

1@ au

CIERA

35



	Portada
	Índice
	Texto

