NEFROLOGIA. Vol. XI. Nam. 6. 1991

Capacidad mitogénica del suero del urémico
diabético sobre el cultivo de fibroblastos
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RESUMEN

Las alteraciones en la produccién de matriz extracelular son una de las varias teorias
propuestas estos Giltimos arios para explicar la patogenia de algunas complicaciones de la
diabetes. El cultivo de fibroblastos permite explorar las funciones de las células mesen-
quimatosas que podrian estar en el origen de aquellas alteraciones. Para examinar la po-
sibilidad de que algunas de las complicaciones especificas del urémico diabético estén
relacionadas con estas alteraciones celulares, hemos procedido a estudiar los efectos del
suero diabético urémico sobre la proliferacion de fibroblastos cutaneos humanos en cul-
tivo in vitro, medida por medio de la captacion de timidina marcada con tritio. Se ha es-
tandarizado el método y su medicion, expresandose la capacidad de estimulacion del sue-
ro como indice entre las cpm logradas en el cultivo basal comparadas con las de las cpm
después de arfadir suero al 20 % (Tim. 20/0). Este valor ha sido para los sujetos normales
de edades superiores a cincuenta arios de 22,81 + 8,08. Este indice para un grupo de 20
sueros de diabéticos urémicos en didlisis fue significativamente mas elevado (35,4 + 12,78,
t= 4,69, p <0,007). Para un grupo de edad comparable de 25 urémicos no diabéticos,
los valores fueron de 27,3 + 14, con diferencias significativas tanto con respecto a los dia-
béticos (t= 3,45, p < 0,0014) como con respeto a los normales (t= 2,89, p < 0,05). Esta
actividad del suero no vari6 por efecto de la hemodialisis en 20 pacientes estudiados (pre-
HD: 30,1 # 15; post-HD: 32,6 + 13,9). Tampoco pudo correlacionarse esta actividad con
las concentraciones determinadas por RIA del factor de crecimiento insulina-like (IGF-1;
somatomedina-C), ni hubo diferencias de este factor de crecimiento entre urémicos-dia-
béticos (215 + 133 ng/ml) y urémicos-no diabéticos (247 + 83). Se concluye que el suero
del diabético urémico presenta una capacidad muy aumentada de inducir la prolifera-
cién fibroblastica tanto respecto a los normales como respecto a los urémicos no diabé-
ticos. Esta capacidad aumentada no puede explicarse sélo por la ligera elevacion en las
concentraciones séricas de IGF-1y, por tanto, se deben buscar otros factores en el suero
del diabético urémico que puedan justificar esta capacidad mitogénica.
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PROLIFERATIVE INDUCING CAPACITY OF UREMIC DIABETIC SERA ON HUMAN
FIBROBLAST CULTURES

SUMMARY

Derangement in extracellular matrix production is one of the several theories advanc-
ed in recent years to explain the pathogenesis of complications of diabetes. Fibroblast cul-
tures allow one to explore some cellular functions of mesenchymal cells that could be
the origin of such derangements. To examine the possibility that some specific complica-
tions of diabetics, on dialysis might be related to these cellular disfunctions, we have stu-
died the in vitro effects of uremic diabetic serum on fibroblast culture. In this report we
have measured the replicative capacity through a H,-Tymidine method and we express it
as an index by dividing c.p.m. in cultures in which we added serum at 20 % by c.p.m.
under basal conditions (Tim. 20/0). In normal subjects over 50 years old, this value was
22.81 1 8.08. In a group of 20 diabetics on hemodialysis, the Tim. 20/0 was significantly
higher (35 £ 12.78, t= 4.09, p < 0,007). In an age-matched group of 25 non-diabetic dialy-
sis patients the mean value was 27.3 £ 14, wend uses significantly differents from that at
diabetics (t= 3.45, p < 0,0074) and normals (t= 2.89, p < 0,005). This proliferative-induc-
ing capacity was not changed by hemodialysis (pre-HD: 30.7 + 15, post-HD: 32.6 + 13).
When we attempted to correlate these values with serum concentrations of Insulin-like-
Growth Factor-I (IGF-1) measured by RIA, no significant correlation nor differences
between diabetics (215 + 133 ng/mli) and non-diabetic-uremics (247 + 83 ng/ml) was ob-
served. We conclude that in uremic-diabetic serum there exist an increased capacity to
induce fibroblast proliferation. This can not be explained only by the slight increments in
IGF-1 serum concentrations so other serum growth factors in uremic diabetic should be

investigated.
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Introduccién

Los diabéticos urémicos presentan una serie de com-
plicaciones caracteristicas que los distinguen del resto de
los urémicos, empeoran su pronéstico vital y los incapa-
citan™: la aceleracion de la aterosclerosis, la'vasculopatia
macro y microangiopatica o la osteodistrofia especifica?
son unos ejemplos clasicos. A menudo estas complica-
ciones ocurren en tejidos y estructuras ricos en colagena,
como el engrosamiento precoz de las membranas basa-
les**. Por ello se ha intentado correlacionar la aparicion
de estas complicaciones con algunas alteraciones en las
funciones de las células de origen mesenquimatoso indu-
cidas por la diabetes, a veces relacionadas con alteracio-
nes en factores locales de crecimiento’7. El estudio de la
interrelacion de diabetes méas uremia sobre estos feno-
menos no ha sido abordada, a pesar de que se ha de-
mostrado que también la uremia en si puede provocar
efectos observables sobre algunas funciones de los fibro-
blastos o de otras células de origen mesenquimatoso. Este
trabajo describe los primeros resultados de un proyecto
que pretende estudiar esta interrelacion, experimentando
sobre los efectos que el suero de estos pacientes puede
provocar sobre las funciones del fibroblasto humano in vi-
tro. En esta primera observacién hemos cuantificado el
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efecto sobre fa proliferacion de estas células medida a tra-
vés de la captacion en cultivo de timidina marcada.

Meterial y métodos
Pacientes

Se obtuvieron sueros de 20 urémicos diabéticos en he-
modidlisis. Todos ellos habian presentado en la fase de
predidlisis una clinica compatible con nefropatia diabéti-
ca. Todos ellos eran diabéticos con retinopatia prolifera-
tiva, insulinotratados desde anos antes de su ingreso en
dialisis. El grupo control de urémicos-no diabéticos lo
constituian 25 pacientes en hemodidlisis afectos de ne-
fropatias diversas (seis glomerulonefritis, cuatro poliquis-
tosis, cinco nefropatias intersticiales, ocho nefroangioscle-
rosis probable, una amiloidosis y una nefropatia lipica).
Las edades de ambos grupos fueron de 63 + 11,08 arios
en los diabéticos (de cincuenta a setenta y tres anos) y de
65 + 8,09 afios (de cincuenta a setenta y ocho) en los no
diabéticos. El suero se obtuvo por venopuncion de la fis-
tula arteriovenosa (prehemodialisis), en ayunas y antes de
la administracion de insulina. Los pacientes habian per-
manecido en programas de dialisis durante un periodo



de tiempo entre tres meses y ocho afios. En ningln caso
estaban recibiendo tratamiento inmunosupresor, vitamina
D, ni bloqueantes del calcio. Se dializaban doce horas por
semana, en tres sesiones, con dializador de cuprofan. Los
sueros de controles sanos se obtuvieron entre los pacien-
tes que acudian al laboratorio para estudios preoperato-
rios de patologia quirGrgica menor. Los sueros se conge-
laron a —20 °C hasta su utilizacion en los cultivos celulares.

Cultivos de fibroblastos

Los fibroblastos son obtenidos a partir de biopsias de
piel humana de adultos sin desordenes metabolicos. Las
muestras de piel se cortan en explantes de 16 2 mm apro-
ximadamente y se transfieren a frascos de cultivo de 50
ml (Cell Cut). Se incuban en medio MEM con penicilina
y estreptomicina (100 Ul/ml y 100 pg/ml, respectivamen-
te) y suplementado con un 10 % de suero de ternera fe-
tal K%iological Industries, Beth Haemek, Israel). Los frascos
son mantenidos a 37 °C en atmosfera himeda con un
5% de CO, y se dejan incubar durante dos o tres sema-
nas, cambiando el medio de cultivo dos veces por sema-
na, hasta que los fibroblastos han migrado a partir del te-
jido y el frasco es confluente. Se realizan sucesivos sub-
cultivos de las células en proporcion 1:4. Para los experi-
mentos se han utilizado fibroblastos entre los pases 4-10.

Captacion de timidina marcada

Se ha realizado de acuerdo con el método de Madsen
y cols., con algunas modificaciones propias. Se tripsinizan
(Difco Laboratories, Detroit, MI) los fibroblastos y se dis-
tribuyen en placas, para cultivo de células, de 96 pocillos
(Nunc, Copenhague) a una densidad de 10.000 célu-
las/pocillo, y se incuban con medio MEM suplementado
con un 10 % de suero de temera fetal y con penicilina y
estreptomicina durante cuarenta y ocho horas. Se cambia
el medio de cultivo y se anade medio MEM sin suero y
se incuba cuarenta y ocho horas mas. Se aspira el medio
y se anade medio frasco con cuadruplicados de las dife-
rentes concentraciones de los sueros a estudio, asi como
unos pocillos con medio sin suero. Se incuban durante
cuarenta y ocho horas, aftadiéndose durante las dltimas
veinticuatro horas 1 puCi/ml de timidina tritiada (Amers-
ham, Buckinghamshire, Inglaterra, 44 Ci/mmol). Se aspira
el medio de cultivo y gracias a un Cell Harvester se lavan
las células con acido acético al 2,5 % y se tratan con Tri-
ton X-100, tras lo cual se recogen en filtros de fibra de vi-
drio que se depositan en viales de centelleo y se cuentan
en un contador de centelleo s6lido como cpm/pocillo. El
cociente entre fa media de los cpm de los pocillos con
suero problema y los cpm del basal se.expresan como in-
dice Tim. 20/0.

Determinacion de IGF-1

La concentracion sérica de IGF-1 en los sueros a estu-
dio se ha determinado mediante un radicinmunoensayo
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especifico (IRMA-mat IGF-1 de Byk Sangtec Diagnostica,
Dietzenbach, Alemania). El limite de deteccién gel ensa-
yo es de 25 ng/ml. Las normalidades fueron obtenidas en
nuestro laboratorio {rango: 64-275 ng/ml).

Los valores se expresan en X + 1 desviacion estandar;
para los calculos estadisticos se ha utilizado el programa

* Statview, cuyos resultados de significacion para la prueba

de «t» de Student son los expresados en el texto.

Resultados

La capacidad del suero de inducir proliferacion en los
cultivos de fibroblastos fue cuantificada a través de la cap-
tacion de timidina marcada y se expresa como Tim. 20/0.

Los resultados de la experimentacion de los 35 sueros
de sujetos normales fueron de 26,97 + 10,03. Cuando se
distribuyeron los 35 sujetos por edades inferiores 0 supe-
riores a cincuenta anos, se ha observado que el grupo
mas joven (edad x = #) tenia unos valores (31,1 £ 12,9) S(if-
nificativamente superiores (t=-3,85, p <0,001) a los de
la poblacion con edades por encima de cincuenta anos
(22,81 + 8,08). Asi pues, la capacidad de inducir prolife-
racién es dependiente de la edad y por tanto, las com-
paraciones subsiguientes se refieren a valores «normales
para el grupo de edad correspondiente». Puesto que tan-
to los pacientes diabéticos como los urémicos no diabé-
ticos tenian edades superiores a cincuenta afos, la nor-
malidad utilizada ha sido de Tim. 20/0 = 22,81 + 8,08.

El grupo de 20 pacientes diabéticos en dialisis presen-
t6 un indice Tim. 20/0 de 35,4 + 12,78, que se ha demos-
trado como significativamente superior a la normalidad
{t= 4,69, p < 0,0001). Asimismo, el grupo de 25 pacien-
tes urémicos no diabéticos también present6 unos valo-
res superiores a la normalidad: 27,3 £14 (t= 2,89,
p = 0,05), pero a su vez significativamente inferiores a los
de los diabéticos en dilisis (t= —3,452, p= 0,0014). En la
figura 1 viene descrita la situacion de las tres poblaciones
y sus comparaciones. En conclusion, los diabéticos ure-
micos han presentado una capacidad mitogénica aumen-
tada para los fibroblastos humanos, capacidad que es su-
perior a la de los urémicos no diabéticos, que a su vez la
tienen aumentada respecto a los sujetos normales.

En un subgrupo de estos pacientes (en seis diabéticos
y cinco no diabéticos) se pudo determinar la concentra-
cion del factor de crecimiento insulina-like, IGF-1 (soma-
tomedina-C). Los resultados expuestos en la figura 2
muestran, que a pesar de que se han observado concen-
traciones de IGF-1 algo elevadas en los dos grupos de pa-
cientes, no se pudieron demostrar diferencias significati-
vas entre ambos grupos (diabéticos, 215 £ 133 ng/ml, y
no diabéticos, 247 £ 53, p = NS). Por tanto, la aumentada
capacidad proliferativa no parece que pueda atribuirse a

_la accion de la IGF-1. Obviamente, tampoco se pudo

comprobar ninguna correlacion entre los valores de 1GF-1
y el indice Tim. 20/0, ni en el grupo global ni en cada uno
de los subgrupos de urémicos diabéticos y no diabéticos.
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fig. 1.—Hytimidina (Incrementos de cpm al afadir 20 % suero).

Para avanzar en el conocimiento de las caracteristicas
del factor o factores séricos causantes de este fenémeno,
hemos procedido a determinar esta.capacidad del suero
en un grupo de 20 pacientes, antes y después de una he-
modidlisis normal, para observar si se trataba de un factor
dializable. Como puede verse en la figura 3, no hubo di-
ferencias significativas pre y posdidlisis (x = 30,1 % 15 pre-
dialisis, 32,6 + 13,9 posdiéﬁsis, t= 0,79, p= NS). Se debe
concluir que estos factores no parece que sean dializa-
bles de forma significativa.
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fig. 2—IGF-1 en suero.
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Fig. 3.—Captacion de timidina H; pre y posthemodialisis.

Discusion

Las alteraciones de las células de estirpe mesenquima-
tosa en los diabéticos han sido propuestas como una ex-
plicacion fisiopatologica de muchas de las complicacio-
nes que presentan estos pacientes. Los fibroblastos son
las células mesenquimatosas mas facilmente cultivables Y,
por tanto, se han utilizado como modelo experimental in
vitro, muy practico para estudiar los efectos de los facto-
res séricos sobre las células mesenquimales, entre ellas las
células 6seas. La capacidad mitogénica del suero del dia-
bético sobre los fibroblastos in vitro ha sido un tema am-
pliamente experimentado y a la vez profundamente de-
batido. Para algunos autores®, existe una respuesta pro-
liferativa aumentada en los diabéticos debido al efecto
propio de la hormona del crecimiento (GH) y de otros fac-
tores de crecimiento. Otros autores, sin em argo, no en-
cuentran que el suero diabético tenga ninglin efecto mi-
togénico sobre los fibroblastos y, en cambio, si que lo tie-
ne frente a otras estirpes celulares . Koschinsky y cols. '2
han sido capaces de determinar en sueros de diabéticos
tipo Il mal regulados un factor de crecimiento de origen
plaquetar y, por tanto, de origen similar a otros factores
de crecimiento mejor caracterizados, como el PDGF, el
EGF o FGF. Estos autores lo han llamado DSGF (Diabetic
Serum Growth Factor). Este factor tendria unos niveles sé-
ricos mas elevados en estos pacientes que en los sujetos
normales; y su accion, que requiere de la presencia de
PDGF, pero no de insulina ni de los IGF, es aditiva a la
de los otros factores de crecimiento. De hecho, el estu-
dio sérico de los factores de crecimiento de los diabéti-
cos ha venido estimulado por una sugerida relacion pa-
togeneética entre la proliferacion celular endotelial o me-



sangial y la macro-microangiopatia y con la retinopatia’.
Muy poca atencion ha recibido, en cambio, el estudio de
la posible relacion entre nefropatia diabética y la actividad
proliferativa sérica sobre las celulas mesenquimatosas.
En la uremia se habia descrito, por el contrario, una dis-
minucién de la captacion de la timidina-H, marcada, por
parte de los fibroblastos cultivados con suero urémico pre-
dialisis y su posterior mejoria con la dialisis™ ™. Esta ac-
cién depresora se habfa atribuido a la presencia de mo-
leculas medianas con accion toxica sobre la cicatrizacion.
No conocemos, sin embargo, ninguna publicacion que
haya estudiado la proliferacion fibroblastica in vitro en

condiciones como las nuestras, y tampoco hay en la lite-

ratura revisada ningln trabajo que determine esta capa-
cidad mitogénica en los diabéticos que son a su vez uré-
micos como en nuestra serie. Si que ha habido publica-
ciones sobre las determinaciones de los niveles de algu-
nos factores de crecimiento en el suero de los pacientes
urémicos; incluso ha existido en la literatura una larga po-
lemica sobre la existencia de alteraciones en los niveles
de IGF-1 e IGF-2 en la uremia™". Los niveles medidos
" por bioensayo resultaron estar disminuidos, pero los ni-
veles séricos medidos con los primeros RIA resultaron nor-
males o incluso altos, y por ello se habia sugerido la po-
sible existencia en el suero urémico de péptidos circulan-
tes inhibidores de las somatomedinas * y alteraciones en
las proteinas transportadoras y, por consiguiente, inhibi-
doras ™. En trabajos recientes, los niveles séricos de IGF-1
se han encontrado elevados en urémicos con lesiones
oseas de hiperparatiroidismo intenso®, aunque en la ma-
or parte de los pacientes los niveles estaban dentro de
0s ri)mites altos de la normalidad, como es el caso en
nuestra corta serie. Otros factores de crecimiento, como
el EGF (Epidermal Growth Factor), que es un factor inten-
samente mitogénico para los fibroblastos, se halla eleva-
do en el curso de la insuficiencia renal cronica?' y podria
ser un factor activo que justificase estos ligeros incremen-
tos de la capacidad proliferativa sobre los fibroblastos ob-
servada por nosotros en los sueros de los urémicos.

Recientemente se ha publicado un trabajo? que cuan-
tifica el efecto del plasma urémico sobre el cultivo de fi-
broblastos obtenidos de la médula 6sea, con la hipotesis
—que no corroboraron los resultados— de que la PTH po-
dria ser un factor mitogénico para este tipo de fibroblas-
tos. En este trabajo, el efecto de los sueros urémicos afa-
dido al cultivo en concentraciones similares a las nuestras
provoca una estimulacion proliferativa mucho menor a la
obtenida con nuestro modelo y es incluso inferior a la es-
timulacion obtenida con suero normal. Esta discrepancia
se debe atribuir a diferencias de metodologia o a diferen-
cias de comportamiento de los fibroblastos, dependien-
do del origen celular. .

A priori era dificil predecir cual iba a ser el efecto com-
binado de la uremia y la diabetes sobre la proliferacion
fibroblastica. En esta serie demostramos que el suero tie-
ne una capacidad aumentada de inducir proliferacion.

En resumen, de nuestros primeros resultados. —que
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pueden encontrar respaldo, aunque no unanime, en otros
datos de la literatura— se puede concluir que el diabético
urémico presenta una capacidad muy aumentada de in-
duir la proliferacion fibrobléstica tanto respecto a la nor-
malidad como respecto a los urémicos no diabéticos. Esta
capacidad aumentada no puede explicarse solo por la li-
gera elevacion en las concentraciones séricas de IGF-1y,
por tanto, se deben buscar otros factores en el suero del
diabético urémico que puedan justificar esta mitogenici-

dad.
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