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RESUMEN

La integridad anatómica y funcional de la célula mesotelial (CM) es funda-
mental para la estabilidad de la membrana peritoneal. En la actualidad, no exis-
te un método que permita comprobar la función y capacidad regenerativa de
las CM de forma individual en los pacientes en diálisis peritoneal (DP). La CM
puede ser cultivada a partir de muestras obtenidas de biopsia peritoneal, sin
embargo es un procedimiento invasivo que no permite realizarse de manera re-
petida. El objetivo de este estudio es explorar la posibilidad de cultivar de forma
reiterada las CM obtenidas del efluente peritoneal de los pacientes tratados con
DP.

Cincuenta y dos pacientes estables en DP han sido estudiados. Las CM fueron
obtenidas a partir del efluente peritoneal del intercambio nocturno con glucosa
al 2,27% y cultivadas en frascos de cultivo de 25 cm2. Las células de 42 pa-
cientes (80,7%) consiguieron alcanzar la subconfluencia en cultivo. En este esta-
dio, el porcentaje de células caracterizadas como mesoteliales, tanto morfológi-
camente como por técnicas de inmunohistoquímica, se incrementó hasta el 95,5%.
Posteriormente, las CM se subcultivaron en placas multipocillo, donde mostraron
un crecimiento exponencial hasta el día 16. En nueve pacientes (17%) el núme-
ro de CM liberadas al efluente peritoneal fue tan bajo que no consiguieron al-
canzar el estado de subconfluencia. Otro paciente aunque liberó un número ade-
cuado de CM fue incapaz de alcanzar la subconfluencia. 

En resumen, las CM liberadas al efluente peritoneal son accesibles para su es-
tudio mediante cultivo. Con esta técnica se abre la posibilidad del seguimiento
longitudinal de la biología de las CM de forma individual en los pacientes en DP.

Palabras clave: Cultivo de células mesoteliales. Diálisis peritoneal.
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INTRODUCCIÓN

La diálisis peritoneal (DP) a largo plazo depende
de la funcionalidad de la membrana peritoneal1. Su
monocapa de células mesoteliales (CM) está en con-
tacto continuo con el líquido peritoneal y su inte-
gridad es fundamental para la estabilidad perito-
neal2-4. La literatura refleja el interés de la
comunidad científica por las CM peritoneales. Para
la supervivencia de la membrana peritoneal a largo
plazo es esencial la viabilidad y capacidad regene-
rativa de estas células. El conocimiento actual de la
biología de las CM procede de estudios realizados
a partir de cultivos de células obtenidas de biopsias
peritoneales de sujetos sanos o de pacientes duran-
te la implantación del catéter peritoneal5-9. La in-
formación obtenida por lo tanto, está limitada a estas
condiciones, y pudiera no ser aplicada a las CM que
están continuamente bañadas por el líquido perito-
neal. Además, la biología de las CM puede cambiar
a lo largo del tiempo en DP. Hay evidencia indirecta
que apoya este concepto, como es el descenso del
antígeno CA 125 en el efluente peritoneal a lo largo
del tiempo10. Las técnicas actualmente utilizadas no

permiten el estudio rutinario de las CM de los pa-
cientes en DP, pues la biopsia peritoneal de mo-
mento no puede ser obtenida fácilmente, en espe-
cial en los pacientes con alteración funcional
peritoneal. El cultivo primario de células es una al-
ternativa para el estudio de tejidos de difícil acceso
o con dificultad en la obtención de células. Los pa-
cientes en DP liberan diariamente distintos tipos de
células al efluente peritoneal. Las CM representan
menos del 10% de estas poblaciones11. La facilidad
para obtener estas células nos ofrece la oportunidad
de explorar nuevas alternativas para el estudio de la
biología de las mismas. Las células vivas podrían ser
capaces de crecer en cultivo, permitiendo el estudio
de su actividad metabólica, sus características mor-
fológicas y su capacidad de regeneración. El estudio
a largo plazo de los pacientes en DP, debe ser rea-
lizado de forma individual con el fin de determinar
los cambios en la biología de las CM como conse-
cuencia del proceso de diálisis. Este conocimiento
permitiría nuevas perspectivas preventivas y/o tera-
péuticas.

El objetivo de este estudio es explorar la posibili-
dad de cultivar CM a partir de la bolsa del efluen-

EX-VIVO GROWTH CAPACITY OF HUMAN MESOTHELIAL CELLS OBTAINED
DIRECTLY FROM PERITONEAL EFFLUENT

SUMMARY

The anatomical and functional integrity of mesothelial cells (MC) is neccesary
for peritoneal membrane stability. At present, there is no satisfactory method to
assess MC function and regenerative capacity in individual peritoneal dialysis (PD)
patients. MC may be cultured from peritoneal biopsy specimens, but peritoneal
biopsy is an invasive procedure that cannot be performed serially. The aim of this
study is to explore the feasibility of serial culture of MC from the peritoneal
effluent of PD patients.

Fifty-two randomly selected PD patients were studied. MC were obtained from
the peritoneal effluent of nocturnal 2.27% glucose exchanges and cultured in T25
tissue culture flasks. Subconfluent MC cultures were obtained in 80.7% of pa-
tients. At this stage, the percentage of cells in the tissue cultured flask characte-
rized as MC by morphology and immunostaining had increased to 95.5%. MC
were then subcultured in multi-well culture plates, where they showed exponen-
tial cell growth until day 16. Nine (17%) patients released low numbers of MC
into the effluent and MC could not be cultured to subconfluence. One additional
patient released and apparently adequate number of MC that repeatedly failed to
reach confluence. Patients showed the same behavior in several cultures perfor-
med.

In conclusion, peritoneal MC released into peritoneal effluent are accesible for
profound analysis by a culture technique. This technique opens the possibility of
serial follow-up of the biology of MC individual PD patients.

Key words: Mesothelial cell culture. Peritoneal dialysis.



te peritoneal. La descripción metodológica permiti-
rá a otros investigadores reproducir esta técnica.

MATERIAL Y MÉTODOS

Las CM se obtuvieron del efluente peritoneal noc-
turno de cincuenta y dos pacientes de DP seleccio-
nados. Todos los pacientes estaban clínicamente es-
tables y sin episodios de peritonitis en las ocho
semanas previas al estudio. El intercambio nocturno
se estandarizó para una concentración de glucosa al
2,27% y una concentración de calcio de 1,25 ó 1,75
mmol/l. A los pacientes en DP autonómica (DPA), se
les indicó que tras la realización de su pauta habi-
tual de diálisis con la cicladora se infundieran un lí-
quido con las características descritas y acudieran a
la unidad tras al menos ocho horas de permanencia
del líquido en la cavidad peritoneal. Las bolsas se pro-
cesaron inmediatamente en condiciones de esterilidad
evitando la contaminación inicial del efluente.

Aislamiento de CM a partir del efluente peritoneal
(Técnica modificada de Douvdevani y Chaimovitz,
Israel)12

Las bolsas del efluente peritoneal se colocaron col-
gadas en posición vertical, para lograr la sedimentación
de las células, en un incubador a 37° durante 3-4 horas.
El efluente residual fue cuidadosamente eliminado me-
diante succión a vacío con una pipeta estéril, dejando
un volumen residual de unos 200 ml en el fondo in-
ferior de la bolsa. Las células se resuspendieron en este
volumen y fueron transferidas a cuatro tubos de 50 ml
y se lavaron posteriormente con PBS por centrifugación
a 1.500 rpm durante 20 minutos.

El número total de células se contabilizó en una
cámara de Neubauer. El exceso de PBS se eliminó
y las células fueron resuspendidas en 7 ml de medio
de cultivo y sembradas en frascos de cultivo de 25
cm2 e incubadas en una atmósfera humidificada con
CO2 al 5%. El medio de cultivo M-199 (Biological
Industries, Kibbutz Beit Haemek, Israel) se suple-
mentó con un 20% de suero bovino fetal, 100 IU/ml
de penicilina, 100 µg/ml de estreptomicina y 2% de
Biogro-2 que contiene insulina, transferrina, etano-
lamina y putrescina (Biological Industries). Dicho
medio fue reemplazado cada 4 días.

Subcultivo de CM

Una vez que las CM alcanzaron la subconfluencia,
se lavaron con PBS y fueron desprendidas con 4 ml de

tripsina al 0,125% y EDTA al 0,01% durante 5-10 mi-
nutos a temperatura ambiente. El desprendimiento ce-
lular se monitorizó mediante microscopio de contraste
de fase, y la viabilidad celular se comprobó por el Test
de Exclusión del Azul Tripan. Las células se resuspen-
dieron en medio de cultivo, se siembran en placas de
24 pocillos con una densidad de 2 x 104 células/poci-
llo y se incubaron en las mismas condiciones que an-
teriormente. El medio fue recambiado cada 3-4 días.

La curva de crecimiento celular se obtuvo por
contaje celular en una cámara de Neubauer a los 7,
10, 13, 16, 20, 23, 27 y 30 días después del sub-
cultivo. El número de células se estimó por dupli-
cado en 3-4 pocillos tripsinizados.

Identificación y caracterización de CM

Las células fueron identificadas como CM en dos
ocasiones: en el momento del aislamiento en el
efluente peritoneal y después de la tripsinización de
las células subconfluentes en los frascos de 25 cm2.
La morfología celular se comprobó mediante prepa-
raciones en citocentrífuga (Cytospin Shandon, 500
rpm) teñidas con May-Grünwald-Giemsa. De esta
forma, las CM son fácilmente distinguibles de ma-
crófagos, linfocitos y neutrófilos.

Posteriormente, las células se caracterizaron por
técnicas de inmunohistoquímica. Las CM fueron
identificadas por su tinción positiva para citoquera-
tina13, 14 y tinción negativa para CD-45, que tiñe las
células hematopoyéticas, HLA-DR, que tiñe macró-
fagos y linfocitos, y factor vW que tiñe las células
endoteliales (todos los anticuerpos utilizados fueron
de Dako, Glostrup, Dinamarca).

Para inmunohistoquímica se utilizó la técnica de
la fosfatasa alcalina-anti-fosfatasa alcalina (APAAP)15.
Las preparaciones se incubaron con anticuerpo pri-
mario de ratón, lavadas con PBS e incubadas con
anticuerpo secundario de cabra marcado con bioti-
na, posteriormente se lavaron y revelaron con el
complejo avidina-fosfatasa alcalina (Stravigen, Uni-
versal Kit, Bio Genex Laboratories). Las células po-
sitivas adquirieron una coloración roja.

Los resultados se presentan como media más
menos desviación estándar.

RESULTADOS

El número total medio de células liberadas al
efluente fue 887.127 ± 2.711.898 (rango 7.000-
18.590.000). De estas, 23.726 ± 30.785 (rango 600-
136.680) fueron identificadas como CM. La figura 1
muestra los valores de diferentes percentiles del nú-
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mero de CM liberadas al efluente peritoneal. La mor-
fología de las CM teñidas con May-Grünwald-Giem-
sa se muestra en la figura 2. El diámetro celular fue
de 15-25 µm. Las CM son globulares con bordes fes-
toneados y citoplasma basófilo. El núcleo es redon-
do, en posición central y la cromatina es de aspec-
to reticular; la relación núcleo/citoplasma es alta. Las
células se observan frecuentemente formando nidos
o agrupamientos. Ocasionalmente, se observaron cé-
lulas gigantes planas previamente descritas16 (fig. 3).

Las CM muestran una reacción fuertemente posi-
tiva a la citoqueratina, que forma parte de su cito-
esqueleto.

Crecimiento de las CM

Las células de 42 pacientes (80,7%) fueron capa-
ces de proliferar en cultivo y alcanzaron la subcon-

fluencia 19,9 ± 12 días después de ser sembradas
(rango 8-39 días). En este estado de cultivo, las cé-
lulas presentaban una apariencia heterogénea3 (fig.
4). En las primeras etapas del crecimiento, las célu-
las muestran generalmente una morfología bipolar,
algunas veces multipolar y ocasionalmente un as-
pecto similar al fibroblasto. En los días siguientes,
las células adoptan una conformación poligonal y
adquieren una apariencia «en empedrado» cuando
confluyen (fig. 5). El último cambio ocasionalmente
no se observa, y en algunos cultivos las CM persis-
ten en configuración poligonal. Pueden coexistir va-
rias morfologías en el mismo cultivo, lo que defini-
remos como una morfología mixta.

En el momento de la tripsinización, la represen-
tación de CM se ha incrementado marcadamente,
alcanzando 95,5% de células. Las células restantes
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Fig. 1.—Distribución por percentiles del número de células me-
soteliales liberadas al efluente peritoneal.

Fig. 2.—Morfología de las células mesoteliales de efluente peri-
toneal teñidas con May-Grünwald-Giemsa (160x).

Fig. 3.—Morfología de las células mesoteliales gigantes planas de
efluente peritoneal nocturno teñidas con May-Grünwald-Giemsa
(160x).

Fig. 4.—Apariencia heterogénea de las células mesoteliales en los
frascos de cultivo en la subconfluencia (10x).
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se identificaron como macrófagos, linfocitos y eosi-
nófilos. La morfología de CM en cultivo es más he-
terogénea que la de las células obtenidas reciente-
mente del efluente peritoneal (fig. 6). Las células
cultivadas son más grandes (diámetro 20-50 µm, o
más), y frecuentemente muestran atipias nucleares,
bi o multinuclearidad vacuolización citoplasmáti-
ca. Se observan todavía la basofilia y el festonea-
do.

En nueve pacientes, el número de CM liberadas
al efluente fue tan escaso que no lograron alcanzar
la subconfluencia en cultivo. Estas células mostra-
ban una morfología predominantemente poligonal o
de aspecto fibroblástico. En contraste, hubo un pa-
ciente cuyas células en cultivo no lograron alcanzar
la subconfluencia a pesar de liberar un número de
células similar a aquéllos que mostraban una capa-

cidad óptima de crecimiento. Este experimento se
repitió en varias ocasiones, confirmándose que las
CM de este paciente tenían una dificultad intrínse-
ca para crecer en estas condiciones. La tabla I mues-
tra datos comparativos del crecimiento celular de los
pacientes que crecen (n = 42) y de los que no cre-
cen (n = 10).

Después del subcultivo en la placa multipocillo, las
CM mostraron una capacidad exponencial de creci-
miento hasta el día 16. Desde el día 16 al día 20 se
produce una pequeña meseta y posteriormente la ten-
dencia es descendente hasta el día 30. La figura 7
muestra los valores medios de los 42 cultivos de los
pacientes que crecieron y las comparaciones entre los
distintos puntos utilizando tests no paramétricos para
datos pareados. Los marcadores específicos de CM es-
tuvieron presentes en todas las células, incluyendo las
diferentes morfologías. 
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Fig. 5.—Apariencia de empedrado de la monocapa de células
mesoteliales en cultivo en la subconfluencia (10x).

Fig. 6.—Morfología de las células mesoteliales en cultivo teñidas
May-Grünwald-Giemsa (160x).

Fig. 7.—Curva de proliferación de las células mesoteliales tras
subcultivo en placa multipocillo (valores medios de los 42 pa-
cientes cuyas células mesoteliales proliferaron). Test de Wilcon-
son: * p < 0,01 con respecto al basal, ** p < 0,05 con respecto
al basal, # p < 0,05 con respecto al valor inmediatamente ante-
rior.

Tabla I. Datos comparativos sobre el crecimiento
mesotelial en diferentes estadios en pacien-
tes que crecen (n = 42) y que no crecen
(n = 10)

Células Células
mesoteliales mesoteliales Días de

iniciales a la confluencia confluencia

Crecen 32.410 ± 35.557 1.296.680 ± 706.459 16 ± 6
No crecen 8.912 ± 9.120 470.385 ± 262.388 28 ± 17

p < 0,01 p < 0,001 p < 0,05
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DISCUSIÓN

En este estudio, confirmamos que las CM libera-
das diariamente en la bolsa de diálisis peritoneal,
son viables y pueden ser cultivadas ex vivo. Esta téc-
nica tiene varias ventajas sobre el cultivo de CM
procedentes de omento, ya que no requiere un pro-
cedimiento invasivo. Nuestra técnica difiere preci-
samente en este aspecto de la de Douvdevani12, ya
que él utiliza el omento como fuente celular. Otros
puntos de diferenciación serían la utilización de
suero humano AB o de Biogro-2 en vez del suero
bovino fetal. Actualmente, no podemos pensar en la
realización de biopsias peritoneales en repetidas
ocasiones. Esta técnica permitiría estudiar CM en
cultivo de pacientes tratados con DP, sin el requeri-
miento de métodos invasivos para su obtención y
facilitaría la realización de estudios longitudinales
que no han podido llevarse a cabo hasta la fecha
por la agresividad de las técnicas actualmente dis-
ponibles para obtener las células.

La limitación principal para el estudio de CM ex-
foliadas en el efluente peritoneal es su bajo núme-
ro tanto absoluto como relativo. Es preferible utili-
zar efluentes peritoneales nocturnos de al menos 8
horas de permanencia intraperitoneal, y de esta ma-
nera poder obtener un número suficiente de CM.
Con tiempos de permanencia más cortos el número
de células liberadas se reduce de forma importante
y no se logra alcanzar la confluencia en los frascos
de cultivo. Este fue también el motivo por el que
elegimos frascos de 25 cm2 de superficie en vez de
75 cm2, ya que si no se prolonga excesivamente el
tiempo requerido para alcanzar la subconfluencia.
La morfología y la inmunohistoquímica pueden real-
mente identificar y distinguir estas, de otras células
que están presentes inicialmente en el efluente17.
Estas técnicas mostraban que el cultivo celular pro-
porcionaba un enriquecimiento en CM, alcanzando
un 95% de células subcultivadas en las placas mul-
tipocillo. En este momento, existe una contamina-
ción mínima de macrófagos, linfocitos o eosinófilos.

La técnica de cultivo aquí descrita, muestra que el
80,7% de los cultivos alcanzan la subconfluencia.
Aquellos pacientes con alta capacidad de creci-
miento mostraron resultados similares en otras mues-
tras testadas (datos no mostrados). Sin embargo, en
los pacientes que liberaban un número bajo de CM
al efluente, la técnica no resultó exitosa. Probable-
mente se requiere un número mínimo de células ini-
cialmente liberadas para alcanzar la subconfluencia,
lo que sugiere que como en el caso de otros tipos
de células, las CM segregan factores de crecimiento
autocrinos. La identificación de dichos factores será
un reto para futuros estudios y se podrá influir en el

manejo de un número bajo de CM. El paciente cuyas
células no eran capaces de crecer pero que liberaba
un número de ellas teóricamente suficiente, mante-
nía el mismo comportamiento en varios intentos de
cultivo. Actualmente no tenemos una explicación
clara que justifique este peculiar comportamiento.

Otra característica interesante es que procesos dis-
tintos pueden contribuir a la subconfluencia en pa-
cientes diferentes. Cuando se requieren períodos de
tiempo similares para alcanzar este estado, el núme-
ro de células en cultivo varía en muestras de pa-
cientes diferentes. Esto sugiere que la subconfluencia
se alcanza tanto por la proliferación celular como
por un aumento del tamaño de las células. La con-
tribución relativa de la hiperplasia versus la hiper-
trofia, y sus factores de regulación no se definen en
este estudio y merecen posterior exploración. Para
distinguir entre estos dos fenómenos, es esencial en-
tender la capacidad de las CM de responder a las
agresiones. Para mantener la funcionalidad de la
membrana peritoneal es necesario que las CM ten-
gan preservada la capacidad de proliferación. Por el
contrario, las CM hipertróficas pueden tener limita-
da su capacidad proliferativa en respuesta a unas cir-
cunstancias adversas. El ejemplo extremo de este pro-
ceso puede estar representado por las células gigantes
planas, que han perdido la capacidad de crecimien-
to18. Estas células son incapaces de crecer in vitro
porque no se adhieren a la superficie del frasco11.

Mediante el subcultivo de células en la placa mul-
tipocillos fuimos capaces de obtener grandes canti-
dades de CM. En el futuro esto permitirá un análi-
sis más completo de la biología de la CM en los
pacientes en DP, similar al que se ha realizado de
CM obtenidas a partir del omento de sujetos sanos.
Una ventaja adicional de esta técnica representa la
comparación de diferentes pacientes; y a lo largo del
tiempo pueden monitorizarse los cambios que se
produzcan en la biología de la CM de la cada pa-
ciente.

En resumen, hemos demostrado que las CM de
pacientes en DP son accesibles para poder profun-
dizar en su análisis mediante cultivo de CM libera-
das diariamente al efluente peritoneal. El bajo nú-
mero de estas células en el efluente peritoneal podría
ser la mayor limitación de esta técnica. Se debería
investigar los motivos por los que existe una gran
variabilidad en el número de CM liberadas diaria-
mente por distintos pacientes y la diferente capaci-
dad de proliferación con un número similar de CM
liberadas. Esta técnica ofrece la posibilidad de rea-
lizar un seguimiento próximo y reiterativo de la bio-
logía de las CM en individuos en tratamiento con
DP y el estudio de la influencia que sobre ellas tiene
la DP a largo plazo.
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