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La dialisis peritoneal es una alternativa segura y
barata a la hemodialisis como tratamiento de la in-
suficiencia renal terminal. No obstante, presenta pro-
blemas que pueden dificultar su empleo a largo
plazo. Entre éstos los mas importantes son las peri-
tonitis y la esclerosis peritoneal’. En parte estos pro-
blemas son atribuibles a una baja biocompatibilidad
de los liquidos de didlisis peritoneal?, y estan rela-
cionados con alteraciones en la celularidad perito-
neal. Asi, durante las peritonitis se produce un brus-
co aumento en el nidmero de leucocitos peritonea-
les, con un descenso igualmente rapido en los dias
siguientes a un tratamiento apropiado. Tanto de
forma aguda durante las peritonitis, como de forma
crénica, en el curso de la didlisis peritoneal, el na-
mero de células mesoteliales disminuye3. La apop-
tosis es una forma activa de muerte celular que par-
ticipa en el aclaramiento de leucocitos en otros sis-
temas de inflamacién, asi como en la pérdida de cé-
lulas parenquimatosas en el dafio agudo y crénico
de otros 6rganos como el rifién*. La muerte celular
por apoptosis podria asimismo participar en la re-
gulacién de la celularidad peritoneal. Sin embargo,
los estudios en este sentido son escasos. Diversos
factores liberados durante la inflamacién son capa-
ces de inducir muerte celular por apoptosis. La ci-
toquina letal FasL es uno de los mejor estudiados.
FasL induce la muerte por apoptosis de leucocitos,
fibroblastos y células hepéticas y renales®, pero su
efecto sobre el mesotelio no habia sido previamen-
te estudiado. Por otra parte, las soluciones de dili-
sis peritoneal que contienen glucosa son poco bio-
compatibles y se habia reportado su capacidad para
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inducir muerte de leucocitos®’. Sin embargo, en
estos esudios no siempre se habia evaluado la forma
de muerte celular.

En este trabajo hemos evaluado la presencia de
apoptosis peritoneal durante las peritonitis y el po-
sible papel de la citoquina letal FasL y de las solu-
ciones de didlisis peritoneal en la regulacion de la
apoptosis peritoneal.

PACIENTES, MATERIAL Y METODOS
Pacientes

Se estudiaron las células del efluente peritoneal
del primer intercambio turbio o del intercambio noc-
turno de 10 episodios consecutivos de peritonitis tra-
tados en la Fundacion Jiménez Diaz, en distintos
dias de evolucion de la peritonitis. En una parte de
la muestra se cuantificé el ndmero de células me-
diante Coulter, y otra se destind para estudiar la pre-
sencia de apoptosis mediante citometria de flujo.

Cultivo de células mesoteliales

Las células mesoteliales se cultivaron a partir del
efluente peritoneal de pacientes estables en didlisis pe-
ritoneal, siguiendo técnicas previamente descritas®. Se
mantuvieron en cultivo en medio RPMI 1640 (GIBCO,
Grand Island, NY), 20% suero de ternera fetal (STF),
2% Biogro-2 (Reactiva, Madrid), 2 mM glutamina, 100
U/ml penicilina y 100 pg/ml estreptomicina, a 37¢ C
en 5% CO,. El FasL humano recombinante (Alexis,
Laufelfingen, Suiza) fue empleado en presencia de una
cantidad 10 veces mayor de anticuerpo no letal con
capacidad para agregar FasL. El agregamiento de FasL
restaura la actividad biolégica del FasL soluble y si-
mula su presencia en la membrana celular®.



Estudios de muerte celular

Las células mesoteliales humanas se cultivaron en
placas de 12 pocillos, en ausencia de suero, y algu-
nos pocillos se estimularon con FasL durante 24 h.
Los neutréfilos de sangre periférica fueron aislados
de voluntarios sanos por centrifugacién diferencial en
gradiente de Ficoll (Rafer SL; Zaragoza)'®. A conti-
nuacién fueron incubados durante 15 min en RPMI
1640 sin STF, o solucién de didlisis 1,5% glucosa,
pH 5.5 (CAPD-2, Fresenius, Barcelona, Espafia) o
4,25% glucosa, pH 5.5 (CAPD-3, Fresenius). Al cabo
de 15 min el medio de cultivo inicial fue diluido al
50% con RPMI 1640 sin STF, la incubacion se pro-
longé durante 24 h, y la muerte celular por apopto-
sis fue analizada mediante citometria de flujo.

Para estudiar la muerte celular las células hipodi-
ploides (apoptéticas) fueron cuantificadas mediante ci-
tometria de flujo de células permeabilizadas y tefidas
con yoduro de propidio en presencia de RNAsa A,
Para el estudio de la morfologia de apoptosis las cé-
lulas fueron cultivadas sobre portas, fijadas con meta-
nol:acetona (1:1), y tefidas con yoduro de propidio en
presencia de RNAsa A'?, o con hematoxilina-eosina.

Citometria de flujo de FasL

Para estudiar la expresién de FasL intracelular se fi-
jaron 5 x 10° células en 2% glutaraldehido/PBS, se la-
varon en PBS y permeabilizaron en 0,1% triton X-100,
2% BSA, 1% suero de cabra, en PBS durante 30 min
a temperatura ambiente'3. A continuacién se incuba-
ron con 1 pg/mL anti-FasL policlonal de conejo (diri-
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gido contra aminodcidos 2-19 de Fasl) (Santa Cruz
Biotechnology, Santa Cruz, CA) en 0,1% triton X-100,
0,2% BSA, en PBS durante 60 min, seguido de incu-
bacién con 1:100 anticuerpo fluoresceinado de cabra
frente a IgG de ratén durante 60 min'3. Las muestras
control se tifieron con IgG de conejo preinmune. Las
células fueron analizadas en un citofluorégrafo y los
restos celulares fueron excluidos del analisis. Se estu-
diaron al menos 10.000 eventos de cada muestra y
los datos se mostraron en una escala logaritmica de
intensidad de fluorescencia. La fluorescencia media
fue calculada usando el programa LYSIS Il.

RESULTADOS

Apoptosis de células peritoneales durante la
didlisis peritoneal

El nimero de leucocitos peritoneales fue maximo
en el efluente del primer intercambio turbio o de los
intercambios obtenidos durante las primeras 48
horas de peritonitis, con rapido descenso del nimero
total de células en los dias siguientes (fig. 1A). Por
el contrario, en los primeros cambios se observé una
baja tasa de apoptosis (fig. 1B). La tasa de apopto-
sis aumentd en los dias siguientes, coincidiendo con
el descenso del ndmero total de células. El estudio
morfolégico confirmé la presencia de células apop-
toticas en el efluente peritoneal (fig. 2). Estos datos
sugieren que la apoptosis es un mecanismo de acla-
ramiento de los leucocitos peritoneales, pero no
aporta informacién sobre los factores responsables
de la muerte de los leucocitos.
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Fig. 1.—A: Cambios en el nimero de células en el curso de la evolucion de las peritonitis. Media + ESM de 10 episodios de peri-
tonitis. *p < 0,05. B: Cambios en el porcentaje de células apoptdticas en el curso de la evolucion de las peritonitis. La apoptosis fue
cuantificada mediante citometria de flujo (células hipodiploides). Media + ESM de 10 episodios de peritonitis. *p < 0,05.
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Fig. 2.—Célula apoptdtica en el efluente peritoneal en un caso de
peritonitis. Tincion con H&E, aumento original x 1.000.

Expresion de FasL en el peritoneo

Una vez comprobado que durante las peritonitis
se producen cambios en la tasa de apoptosis de las
células del efluente peritoneal, buscamos factores
que pudieran justificar estos cambios. FasL es una
citoquina letal que es expresada por diversos tipos
de leucocitos y por células parenquimatosas'. Me-
diante citometria de flujo observamos que las célu-
las del efluente peritoneal expresan FaslL durante las
peritonitis (fig. 3).
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Fig. 3.—Expresion de Fasl por leucocitos del efluente peritoneal
en un caso de peritonitis. Citometria de flujo.
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La citoquina letal FasL induce apoptosis de células
mesoteliales humanas

A continuacién abordamos la posible repercusién
funcional de la presencia de FasL en el peritoneo
durante las peritonitis. En particular nos pregunta-
mos si FasL podria ser uno de los factores respon-
sables de la pérdida del mesotelio que se asocia a
la inflamacién peritoneal. En efecto, observamos que
las células mesoteliales cultivadas son relativamen-
te resistentes a la accion letal de FaslL, pero con-
centraciones elevadas de esta citoquina inducen
apoptosis mesotelial (fig. 4).

Las soluciones glucosadas de dialisis peritoneal
inducen apoptosis de neutréfilos

Existen datos que indican que las soluciones glu-
cosadas de didlisis peritoneal actualmente en uso
son deletéreas para la defensa peritoneal. De hecho,
algunas publicaciones hacen referencia a su capaci-
dad para inducir muerte de leucocitos®”. Hemos ob-
servado que la exposicién de neutréfilos de sangre
periférica a soluciones de didlisis peritoneal gluco-
sadas aumenta la tasa espontanea de apoptosis a las
24 h, medida como porcentaje de células hipodi-
ploides (fig. 5). Este efecto letal es mas marcado
cuando se cultivan en soluciones con una elevada
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Fig. 4.—Efecto letal de concentraciones crecientes de FaslL sobre
células mesoteliales humanas cultivadas durante 24 h en ausen-
cia de factores de supervivencia. La apoptosis fue cuantificada me-
diante citometria de flujo (células hipodiploides). Media + ESM.
*n < 0,05.
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Fig. 5.—kEfecto letal de las soluciones de didlisis peritoneal sobre
neutrdfilos cultivados durante 24 h. Diagramas de citometria de
flujo. La barra K indica las células apoptéticas (células hipodi-
ploides).
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concentracién de glucosa (4,25% glucosa) (fig. 5). El
examen de los neutréfilos asi tratados mediante mi-
croscopia mostré la morfologia tipica de la apopto-
sis (disminucién del tamano celular y nuclear, con
condensacion y fragmentacién del nicleo) (datos no
mostrados).

DISCUSION

Los principales hallazgos de este trabajo son que
durante las complicaciones agudas de la diélisis pe-
ritoneal existe muerte celular por apoptosis in vivo,
que en estas circunstancias se expresan localmente
citoquinas letales como FasL, y que tanto FasL como
las soluciones de didlisis peritoneal que contienen
glucosa son capaces de inducir muerte celular por
apoptosis en células peritoneales. En conjunto estos
datos sugieren que la apoptosis participa en la re-
gulacién de la celularidad peritoneal, aunque es ne-
cesario profundizar en el conocimiento de sus me-
canismos moleculares, a fin de poder manipularla
con fines terapéuticos. Es preciso también delimitar
el papel de la apoptosis de cada tipo celular y en
cada etapa de las complicaciones de la diélisis pe-
ritoneal. La apoptosis puede ser beneficiosa o per-
judicial para el peritoneo dependiendo de estos fac-
tores. Asi, por ejemplo, la pérdida por apoptosis del
mesotelio puede resultar lesivo, y, por el contrario,
la pérdida por apoptosis de fibroblastos y neovasos
puede colaborar a la resolucién de la lesién perito-
neal.

Durante las peritonitis se produce un rapido aflu-
jo de leucocitos a la cavidad peritoneal. Sin embar-
go, tras un tratamiento apropiado, la celularidad pe-
ritoneal disminuye también rdpidamente, hasta vol-
ver a los niveles basales. Sin duda, un cese de la
quimiotaxis colabora a este fenémeno. Nuestros
datos indican que, ademds, el exceso de leucocitos
es eliminado por muerte celular por apoptosis. Si
bien son necesarios mas estudios para determinar
qué factores son responsables de la apoptosis de leu-
cocitos peritoneales, hemos demostrado que duran-
te las peritonitis se expresa la citoquina letal FasL.
Los neutréfilos podrian ser la fuente de Fasl en estas
circunstancias'®. FaslL activa el receptor de mem-
brana Fas e induce apoptosis en una variedad de
tipos celulares que incluyen neutréfilos, monocitos,
linfocitos y fibroblastos®. La muerte por apoptosis de
estos tipos celulares limita los fenédmenos inmunes
e inflamatorios. Ademés, FasL podria también con-
tribuir a la pérdida de células mesoteliales que se
observa durante la peritonitis'®. Hemos abordado di-
rectamente esta hipétesis y hemos comprobado que
altas concentraciones de Fasl inducen apoptosis de
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células mesoteliales humanas en cultivo. Esta obser-
vacion abre la posibilidad de interferir terapéutica-
mente con el dafio de las células mesoteliales me-
diante estrategias que antagonicen la letalidad de
FasL. Recientemente se han descrito acciones adi-
cionales de FasL, como favorecer la neovasculariza-
cién y la quimiotaxis de neutréfilos' 8. Dada las
mdltiples acciones de FasL sobre diversas estirpes ce-
lulares tan s6lo un abordaje terapéutico experimen-
tal directo podra definir si el antagonismo de FasL
es beneficioso al proteger el mesotelio y evitar la
neovascularizacién vy fibrosis o perjudicial al favo-
recer la persistencia de la inflamacién.

Por otra parte, hemos confirmado que las solu-
ciones de didlisis peritoneal inducen apoptosis de
neutréfilos, lo cual podria disminuir su eficacia en
la defensa peritoneal. Es preciso definir los meca-
nismos moleculares de la apoptosis inducida por so-
luciones de didlisis. Las posibles acciones proapop-
toticas de estas soluciones incluyen la activacién de
caspasas y la modulacién de la expresién de genes
letales y protectores pertenecientes a la familia de
Bcl219:20, En este sentido, el exceso de glucosa en
el microambiente celular aumenta la expresiéon del
gen letal bax y disminuye la de los genes protecto-
res bcl2 y bclxL en células tubulares proximales re-
nales cultivadas, favoreciendo la apoptosis?°.

En conclusién, nuestros datos sugieren que la
apoptosis regula la celularidad peritoneal. Es nece-
sario comprender los mecanismos celulares y mole-
culares de este fenémeno a fin de poder disenar es-
trategias terapéuticas que maximizen la eficacia an-
tiinfecciosa de los leucocitos, minimizando el dafo
mesotelial, la neovascularizacién y la fibrosis.
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