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Resumen

La dialisis peritoneal es uno de los tratamientos a los que los pacientes con una
enfermedad renal cronica pueden ser sometidos. Pese a las numerosas ventajas que
presenta sobre la hemodialisis, es menos utilizada debido a las dificultades que puede
suponer la técnica. Las complicaciones infecciosas y las caracteristicas bioincompatibles
del liquido de dialisis inducen un deterioro progresivo en la membrana peritoneal, como
consecuencia de la transicidon epitelio-mesenquimal (TEM), que puede conducir a un fallo
de ultrafiltracion. La produccidn de especies reactivas de oxigeno por parte de la
mitocondria juega un papel fundamental como detonante de la inflamacion caracteristica
de este proceso. Se ha demostrado que la autofagia regula la activacion de inflamasomas
como forma para limitar la inflamacion. El objetivo de este proyecto es determinar si unos
niveles bajos de autofagia pueden estar implicados en el estrés oxidativo que provoca la
pérdida de la integridad fisica del tejido peritoneal. Para ello, se analizaron mediante
Western-Blot los niveles de expresion de los marcadores autofagicos p62 y LC3 en
células mesoteliales procedentes del efluente peritoneal de pacientes en dialisis
peritoneal. El analisis de los marcadores autofagicos p62 y LC3 permitié detectar una
inhibicion de la autofagia en las células mesenquimales (fibroblastos) en comparacién con

las células epiteliales.

Palabras clave: Dialisis peritoneal, Transicion epitelio-mesenquimal, Inflamacion,

Autofagia.

Resumo

A dialise peritoneal € un dos tratamentos aos que os pacientes cunha enfermidade renal
cronica poden ser sometidos. Pese as suas beneficiosas vantaxes fronte a hemodialise, é
menos empregada debido as dificultades nas que pode derivar a técnica. As
complicacions infecciosas e as caracteristicas bioincompatibles do liquido de dialise
inducen unha deterioracion progresiva na membrana peritoneal, como resultado da
transicion epitelio-mesenquimal (TEM), que conduce a un fallo de ultrafiltracién. A
producién de especies reactivas de osixeno pola mitocondria xoga un papel fundamental
como detonante da caracteristica inflamacion deste proceso. Demostrouse que a
autofaxia regula a activacion de inflamasomas como forma de limitar a inflamacién. O

obxectivo deste proxecto € determinar se uns niveis baixos de autofaxia poden estar
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implicados no estrés oxidativo que supdn a pérdida da integridade fisica da membrana
peritoneal. Para isto, analizaronse mediante un Western-Blot os niveis de expresion dos
marcadores autofaxicos p62 e LC3 en células mesoteliais procedentes do efluente
peritoneal de pacientes en dialise peritoneal. A analise dos marcadores autofaxicos p62 e
LC3 logrou detectar una inhicicion da autofaxia nas células mesenquimais (fibroblastos)

en comparanza coas células epiteliais.

Palabras crave: Dialise peritoneal, Transicidn epitelio-mesenquimal, Inflamacion,

Autofaxia.

Summary

Peritoneal dialysis is one of the treatments that patients with chronic kidney disease can
undergo. Despite its many advantages over haemodialysis, it is less widely used due to
the difficulties that the technique can entail. Infectious complications and the
bioincompatible characteristics of the dialysis fluid induce a progressive deterioration in the
peritoneal membrane, as a consequence of epithelial-mesenchymal transition (EMT),
which can lead to ultrafiltration failure. The production of reactive oxygen species by
mitochondria plays a key role in triggering the inflammation characteristic of this process.
Autophagy has been shown to regulate inflammasome activation as a way to limit
inflammation. The aim of this project is to determine whether low levels of autophagy may
be involved in the oxidative stress that leads to loss of physical integrity of peritoneal
tissue. For this purpose, the expression levels of the autophagic markers p62 and LC3 in
mesothelial cells from peritoneal effluent of patients undergoing peritoneal dialysis were
analysed by Western-Blot. Analysis of the autophagic markers p62 and LC3 detected an

inhibition of autophagy in mesenchymal cells (fibroblasts) compared to epithelial cells.

Keywords: Peritoneal dialysis, Epithelial-mesenchymal transition, Inflammation,

Autophagy.



1. Introduccion

1.1 El envejecimiento y su relacion con las enfermedades renales

En las ultimas décadas se ha experimentado un aumento progresivo de la esperanza de
vida, por lo que se ha producido un envejecimiento significativo de la poblacién (1). En el
ano 2018, el numero de personas mayores de 65 afos superd, por primera vez en la
historia, al de 5 afos en todo el mundo (2). La poblacién espafiola no es una excepcion vy,
segun las estimaciones del Instituto Nacional de Estadistica (INE), a mitad de siglo las
personas mayores de 65 afios pasaran del 19,3% al 29,4% (3).

Paralelamente al envejecimiento de la poblacion ciertas patologias crénicas presentan
una tendencia ascendente representando el 80% de las consultas de Atencion Primaria.
Ademas, estas enfermedades de caracter crénico suponen la mayor causa de mortalidad
en el mundo. Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) en el afio 2008, 36
millones de personas murieron como consecuencia de una enfermedad croénica, de las
cuales 27 millones se concentraron en las personas mayores de 60 afos. (4)

La enfermedad renal cronica (ERC) no es una excepcidon y continua aumentando a nivel
mundial suponiendo un grave problema de salud publica (5). Concretamente en Espana
su prevalencia ya alcanza las 1367 personas por millén (6), afectando aproximadamente
al 10% de la poblacion adulta y a mas del 20% de los mayores de 60 afios (5). La ERC se
considera el destino final comun a una concatenacién de patologias que afectan al rifidn
de manera cronica e irreversible (7) en la cual se produce la pérdida progresiva,
permanente e irreversible de la tasa de filtracion glomerular durante un tiempo variable,
expresado por una reduccion del aclaramiento de creatinina estimado < 60 ml/min/1,73 m?
(8). También se puede definir como la presencia de una alteracion estructural o funcional
renal que persiste durante mas de 3 meses. Muchos factores clasicos como la diabetes, la
hipertension o la obesidad multiplican el riesgo (5). Ademas, se ha observado una relacién
continua y creciente entre la prevalencia de la ERC y la acumulacién de factores de riesgo
de enfermedades cardiovasculares que aumenta la posibilidad de sufrir morbimortalidad
cardiovascular (9).

Para reemplazar la funcién de los rifiones, mas de 64000 personas en Espafia se
encuentran en tratamiento renal sustitutivo, que puede realizarse mediante tres
modalidades fundamentales: trasplante, hemodidlisis y dialisis peritoneal (DP) (6). La
opcion preferente en términos de eficacia seria el trasplante, pero debido a la carencia de

suficientes 6rganos para realizarlo, los largos tiempos de espera y que no siempre el
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paciente tiene acceso potencial a este tratamiento, el trasplante renal sélo es aplicable a
menos del 20% de los pacientes (10). Por ello, la mayor parte de las personas que
padecen ERC deben someterse a un tratamiento de dialisis que se basa en la difusién de
particulas y la filtracion de fluidos a través de membranas semipermeables mediante el
proceso conocido como 6smosis (11). En la hemodialisis la filtracién de los productos de
deshecho se realiza de manera extracorpérea en una maquina que contiene una
membrana artificial donde se produce la dialisis con el consiguiente regreso de la sangre
al organismo una vez que ha sido depurada. Por otra parte, en la DP se utiliza el propio
peritoneo a modo de membrana semipermeable a través de la cual se ponen en contacto

el liquido de dialisis y la sangre (12).

1.2 La dialisis peritoneal y la transicion epitelio-mesenquimal

La dialisis peritoneal es mucho menos costosa que la hemodialisis siendo equivalente en
términos de eficacia dialitica y morbimortalidad. Asimismo, una de las mayores ventajas
que ofrece la DP es que el paciente puede permanecer en su casa sin verse en la
necesidad de interrumpir sus actividades diarias para acudir al hospital (13). Pese a este
beneficio su uso no es comparable al de la hemodialisis debido a las dificultades que
puede suponer la técnica. Las complicaciones infecciosas, principalmente la peritonitis, y
las caracteristicas bioincompatibles del liquido de dialisis (LD) pueden inducir un deterioro
progresivo en la membrana que conduce a lo que se conoce como fallo de ultrafiltracion
(14). Por ello, mejorar la integridad de la membrana peritoneal o peritoneo incrementaria
el tiempo que los pacientes pueden ser sometidos a DP, ademas de proporcionar acceso
a didlisis a un mayor numero de pacientes.

El peritoneo es una membrana continua serosa, formada por tejido conjuntivo, que rodea
la cavidad peritoneal, lugar donde se alojan las visceras abdominales. Esta constituido por
una sola capa de células mesoteliales bajo la cual se encuentra una capa submesotelial
con vasos sanguineo y linfaticos (15). Como se mencion6 anteriormente, en la DP se
utiliza esta delicada estructura a modo de membrana semipermeable que permite eliminar
las sustancias toxicas gracias a su capacidad dialitica (12). Como primer paso se coloca
quirurgicamente un catéter en la cavidad peritoneal a través del cual se infunde el LD
(figura1). El liquido de dialisis presenta una composicion especifica que genera un
gradiente osmotico que permite el intercambio de solutos y agua entre la sangre y el LD.

La solucién permanece en el abdomen por varias horas absorbiendo los productos de



deshecho y las toxinas que el riidn de estos pacientes no es capaz de eliminar.

Posteriormente es drenado y eliminado en otra bolsa diferente (16).

\ Bolsa de dialisis

Membrana ' ‘
peritoneal , , /

Cavidad
peritoneal

Bolsa de
drenage con
los productos
de deshecho

‘\ | A

Fig 1: Representacion esquematica de la dialisis peritoneal. El liquido de dialisis es infundido a la
cavidad peritoneal a través de un catéter. Gracias a las caracteristicas de la membrana se produce el
intercambio de sustancias y los productos de deshecho son eliminados del organismo depositandose en la
bolsa de drenado. Imagen modificada de https://www.assocarenews.it/primo-piano/pazienti/dialisi-
peritoneale-come-rimuovere-i-prodotti-di-scarto-nel-flusso-ematico

Sin embargo, para permitir la filtracion de las sustancias toxicas a través de la membrana
peritoneal, el LD presenta una composicion hipertbnica que se caracteriza por la
presencia de altos niveles de un agente osmético, siendo el mas frecuente la glucosa, con
concentraciones superiores entre 10 y 50 veces a las concentraciones séricas fisioldgicas
(17). Otro factor que puede influir en la toxicidad del LD es la esterilizacién por calor del
mismo, que supone la trasformacion de la glucosa en productos de degradacion de la
glucosa (GDPs) que a su vez promueven la formacion de productos de glucosilacién
avanzada (AGEs) (18). Se ha demostrado que todas estas caracteristicas terminan por
modificar la membrana peritoneal favoreciendo la aparicion de cambios estructurales y
funcionales a medio y largo plazo (19).

Ademas, los niveles altos de glucosa promueven un incremento en la produccién de
especies reactivas de oxigeno (ROS) por parte de la mitocondria, provocando un estrés
oxidativo celular cada vez mayor (20) que, acompafiado de la presencia de GDPs y
AGEs, genera un estado cronico de inflamacién peritoneal (21). Esta circunstancia se
caracteriza por el aumento de la expresion de estimulos proinflamatorios. Durante la
respuesta inmune fagocitos mononucleares, linfocitos y neutréfilos promueven la sintesis
de citoquinas, factores de crecimiento y quimioquinas. Concretamente la interleuquina (IL-
1B) junto con otras citoquinas como IL-18 e IL-6, el factor de necrosis tumoral-a (TNF-a),

el interferén-y (IFN- y), el factor de crecimiento transformante- B (TGF- B) y el factor de
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crecimiento endotelial (VEGF) suponen la base molecular de la inflamacion (22). La
sintesis y secrecidén continua de dichas moléculas genera un bucle de retroalimentacion
que deriva en cambios tisulares y estructurales tales como angiogénesis y fibrosis como
consecuencia de la transicion epitelio-mesenquimal (TEM) que sufren las células del
peritoneo (23).

La transicion epitelio-mesenquimal es un proceso bioldégico mediante el cual las células
mesoteliales de la membrana peritoneal adquieren un fenotipo mesenquimal
produciéndose multiples cambios entre los que se encuentran: pérdida de la polaridad
celular, adquisicidn de capacidad migratoria e invasora, mayor resistencia a la apoptosis y
produccion de matriz extracelular (24). Las células epiteliales, bajo la influencia de
citoquinas proinflamatorias y estimulos profibroticos, se separan progresivamente para
acumularse en el intersticio tisular donde adquieren un fenotipo miofibroblastico vy
sintetizan una matriz rica en colageno, fibronectina y factores profibréticos (25). La
transformacion de las células mesoteliales a fibroblastos se caracteriza por el incremento
de la proteina Snail, que es un represor de la transcripcion del marcador epitelial E-
cadherina cuya pérdida ayuda a adoptar un fenotipo mesenquimal (26). Molecularmente,
la TEM se caracteriza por el aumento de la expresidon de marcadores mesenquimales
como fibronectina y a-smooth mucle actin (a-SMA) y la reduccién de marcadores
epiteliales como la E-cadherina (25). Estructuralmente, la produccion excesiva de matriz
supone la destrucciéon de la conformacion normal del tejido lo cual provoca la pérdida de
la integridad de la membrana peritoneal (27). Como consecuencia, se deterioraria

gradualmente la capacidad dializante dando lugar al fallo de ultrafiltracion.

1.3 Autofagia

La autofagia es un proceso altamente conservado de reciclaje presente en todas las
células eucariotas en la que los componentes citoplasmaticos dafiados o prescindibles
son secuestrados por autofagosomas para posteriormente ser degradados en los
lisosomas. En las células de mamiferos existen tres tipos principales de autofagia: la
microautofagia, la macroautofagia y la autofagia mediada por chaperonas (33) y, aunque
son morfolégicamente distintas todas desembocan en la entrega de la carga al lisosoma
para su degradacion y reciclaje (28).

La macroautofagia es la modalidad mas estudiada y conocida y comienza cuando el
material intracelular que va a ser degradado es englobado por una doble membrana que
forma un autofagosoma. Posteriormente el autofagosoma se fusiona con el lisosoma, un

organulo que contiene las enzimas hidroliticas necesarias para degradar el material
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celular. Finalmente, el autofagolisosoma resultante y los productos finales de la
degradacion salen al citoplasma donde pueden ser reciclados y utilizados en nuevos
procesos celulares (29).

La autofagia desempefia un papel delicado en la regulacion de la supervivencia y la
muerte celular. En condiciones normales la macroautofagia ayuda al mantenimiento
celular degradando especificamente los organulos danados, por lo que se considera que
en la mayoria de los casos representa una funcion citoprotectora. No obstante, el
envejecimiento, enfermedades metabdlicas como la diabetes y otras patologias humanas
entre las que se incluyen enfermedades renales, pueden ocasionar disfuncion autofagica
(28).

La proteina asociada a los microtubulos 1 de cadena ligera 3 (LC3) y la p62 son dos
importantes reguladores de la via autofagica que pueden utilizarse como marcadores
bioldgicos para identificar la autofagia en sistemas de mamiferos (29). Cabe destacar que
LC3 presenta dos formas: la inactiva LC3-| (localizada en el citoplasma), que se convierte
a la forma lipidada LC3-Il (localizada en las membranas autofagicas) (30). Durante la
autofagia, la proteina LC3 citoplasmatica se lipida y se recluta en las membranas
autofagosdmicas. Por otro lado, la proteina p62, asociada a la ubiquitina, se une a LC3
ayudando a monitorizar el flujo autofagico. (31)

Se ha demostrado que la autofagia regula la activacién de inflamasomas como forma para
limitar la inflamacién. El inflamasoma es una plataforma proteica que cuando es activada
conduce a la liberacién de las citoquinas IL-1B e IL-18, claves en el desarrollo de la
inflamacion (32). La autofagia puede destruir las mitocondrias dafadas para evitar la
liberacion de activadores del inflamasoma tales como ROS (33). En el caso de la DP
cabria esperar que la eliminacion selectiva de las mitocondrias dafiadas por el estrés
oxidativo, que participan en el estado de inflamacién de la membrana peritoneal, pudiera
suponer una correcta homeostasis de las células mesoteliales. (34). No obstante, existen
estudios contradictorios sobre el papel que puede llevar a cabo la autofagia en el
remodelado de la membrana peritoneal por lo que resulta imprescindible seguir

investigando.

2. Objetivos

Las células mesoteliales de la membrana peritoneal de pacientes sometidos a dialisis

peritoneal terminan por perder sus caracteristicas, adquiriendo un fenotipo fibroblastico



como consecuencia de un estado cronico de inflamacién. La contrapartida funcional de
esta situacion es una pérdida progresiva de la capacidad dialitica de la membrana
peritoneal, lo que puede conducir al fallo de ultrafiltracion poniendo en peligro la
supervivencia de la técnica.

El papel que juega la autofagia en este proceso no esta claro, por lo que es necesario
conocer si una reduccion en su actividad puede contribuir a una exacerbacion de la
respuesta inflamatoria, dando lugar a un fallo en la homeostasis de las células
mesoteliales que termine por desencadenar un fallo de membrana. Por lo tanto, el
principal objetivo de este trabajo es evaluar los niveles ex vivo de ciertos marcadores
autofagicos en células mesoteliales humanas procedentes del fluido de drenaje de
pacientes sometidos a dialisis peritoneal.

3. Material y métodos

3.1 Obtencion de muestras de efluentes peritoneales y cultivo de

células mesoteliales

Las células mesoteliales fueron aisladas del fluido de drenaje de pacientes sometidos a
dialisis peritoneal de la Unidad de Dialisis del Hospital Universitario A Corufia (CHUAC).
Al proceder de la descamacion de la membrana peritoneal, estas muestras son
especialmente interesantes para poder realizar estudios ex vivo que analicen el estado
celular del peritoneo del paciente. Tras el procesamiento de las muestras, las células
mesoteliales se cultivaron en el medio Roswell Park Memorial Institute (RPMI) enriquecido
con un 20% de suero bobino fetal (SBF) inactivado previamente durante 40 minutos (min)
a 55°C, y suplementado con 1% de penicilina-estreptomicina (P/E) y 0,3% de insulina
humana. El procedimiento fue aprobado por el Comité Etico de Investigacion de A Corufia
y Ferrol (Codigo de registro: 2014/454) y se obtuvo el consentimiento informado de los

pacientes.

3.2 Procesamiento de las muestras del efluente de la bolsa de

drenado

Para realizar los experimentos que sean de nuestro interés es preciso aislar las células

mesoteliales con las que se trabajara. Ademas, para la correcta documentacion del
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proceso es necesario identificar el paciente del cual procede la muestra y registrar la
mayor informacién posible: fecha de recogida, tipo de muestra segun procedencia (
primera conexioén, entrenamiento, intercambio nocturno o teste de equilibrio peritoneal) y
parametros fisioldgicos del liquido de dialisis y clinicos del paciente.

Para lograr el aislamiento de las células el primer paso fue trasvasar el contenido de las
bolsas de drenado a botes de 500 ml en condiciones de esterilidad para lo cual se trabajé
en una campana de gases. Posteriormente, se centrifugaron los botes durante 10 min a
1500 rpm, tras lo cual se obtuvo un sobrenadante y un pellet de células. Con el objetivo
de obtener una muestra mas limpia y concentrada se resuspendié el pellet celular en
medio RPMI en un tubo falcon que se centrifugd de nuevo durante 10 min a 1500 rpm.
Tras desechar el sobrenadante y afiadir de nuevo medio RPMI para que las células no se
sequen, se sembraron 500 ul en placas de cultivo de 48 pocillos. Posteriormente las
células se mantuvieron en estufa humidificada al 5% de CO2y 37 °C.

Las células obtenidas proceden de la descamacion del peritoneo, por lo que tras 24 horas
se necesita hacer un lavado enérgico con tampén fosfato salino pH 7 1x (PBS) para
eliminar los restos de sangre que pueden permanecer. Se reemplazo el medio de cultivo
cada dos dias hasta que las células alcanzaron una confluencia del 80%
aproximadamente, momento en el cual se procedi6 a realizar los experimentos.
Adicionalmente las células mesoteliales se clasificaron segun su morfologia en epiteliales,
mixtas o fibroblastos mediante microscopia de contraste. La caracterizacion fenotipica de
las células nos permite intuir el estado de la TEM ya que las células epiteliales tipicas de
un peritoneo sano poseen una forma redondeada sin apenas espacios intercelulares entre
ellas, mientras que los fibroblastos en los que se transforman tienen una apariencia
fusiforme muy reconocible (23). Posteriormente, para corroborar el estado de la TEM se
analizé la expresion del marcador epitelial E-cadherina y del marcador mesenquimal

fibronectina mediante Western Blot .

3.3 Estudio proteico. Western Blot.

Los estudios de expresion de nuestras proteinas de interés se llevaran a cabo mediante la
técnica de Western Blot, que consta de varias etapas: extraccion y cuantificacion de la
concentracion proteica, electroforesis en gel para separar las proteinas en funcién de su
peso molecular, transferencia de dicho gel a una membrana, deteccidén de las proteinas

mediante su unién a anticuerpos y cuantificacion de la sefal expresada.



3.3.1 Extraccion y cuantificacion de proteinas

Una vez las células alcanzaron una confluencia del 80% fue el momento de utilizarlas
realizando en primera instancia un lavado con PBS. La extraccion de proteinas requiere
un proceso inicial de rotura celular que se realiz6 con tripsina, una enzima peptidasa que
rompe los enlaces peptidicos de las proteinas mediante hidrélisis. Para ello se afiadieron
100 pl de tripsina a cada pocillo de la placa, la cual se incub6 durante 2 min en la estufa a
37 °C. Posteriormente se inactivd dicha tripsina con 200 pl de medio de cultivo RPMI. Las
células obtenidas se centrifugaron durante 10 min a 1500 rpm obteniéndose un pellet que
se lavo con PBS y se centrifugd de nuevo durante 5 min a 1500rpm. A continuacion, se
resuspendi6 el pellet en 40 pl de buffer de lisis cuya composicién se indica en la tabla 1
del anexo. El siguiente paso consistidé en hervir las muestras en un termobloque durante 5
min a 100°C. Pasado este tiempo, se volvié a centrifugar las muestras durante 10 min a
13000 rpm a 4°C. En este caso se deseché el pellet obtenido y se cuantificaron las
proteinas contenidas en el sobrenadante en un espectrofotdbmetro Nanodrop ND-1000,
midiendo su absorbancia a 280 nm. Finalmente, las muestras fueron congeladas a -80°C

hasta el momento de su utilizacion.

3.3.2 Electroforesis SDS-PAGE

La electroforesis es una técnica de laboratorio empleada para separar biomoléculas por
su tamafo y carga gracias a la aplicacion de una corriente a través de un gel que contiene
las moléculas de interés. En este caso las proteinas de las muestras se separaron segun
su tamano mediante electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato sédico
(SDS-PAGE), lo cual permite determinar su peso molecular (Pm) al compararlo con el de
un marcador conocido, que en nuestro caso fue el NZY Colour Protein Marker Il. El gel en
el que se van a desplazar las proteinas consta de dos fases: fase superior o stacking,
cuya funcién es concentrar las proteinas para facilitar su entrada en la siguiente fase, y
fase separadora o running, donde se va a producir la separacién de las proteinas. Para el
gel de la fase superior, cuya composicion se especifica en la tabla 2 del anexo, se usé un
porcentaje de acrilamida del 6% mientras que, para el gel de la fase inferior, cuya
composicion se especifica en la tabla 3 del anexo, se utiliz6 un porcentaje de acrilamida
del 12%. En primer lugar, de entre todas las muestras de pacientes, se seleccionaron 7
con células de fenotipo fibroblasto y 6 con células de fenotipo epitelial. De cada muestra
se prepar6 un extracto que contuviese 30 pyg de proteina al que se le anadié 1/3 de su
volumen de una mezcla de dos componentes: B-mercaptoetanol y buffer de carga

Laemmli Buffer 4x, preparada en una proporciéon 1:10. Los calculos de los volumenes
10



utilizados se recogen en la tabla 1. El B-mercaptoetanol se usa como agente reductor
para asegurar la desnaturalizacion de las proteinas mientras que el buffer de carga
provoca que las proteinas se tifian de azul, lo cual permite monitorizar su avance por el
gel durante la electroforesis. La mezcla total se hirvié en termobloque durante 5 min a
95°C.

Tabla 1. Volumen de extracto proteico necesario para 30ug de proteina junto con el volumen de mezcla
necesario para dicha concentracion.

Paciente | Fenotipe | Tipo de muestra | Concentracion | Vel. para 30 pug | Vol. mezcla | vol. total
698 Epitelial PET 543 552 1.84 737
696 Epitelial 12 conexion 750 400 133 533
680 Epitelial PET 435 6,90 230 9.20
657 Epitelial PET 427 7,03 234 937
630 Epitelial PET 435 6.90 2.30 9.20
629 Epitelial PET 513 5,85 1,95 7.80
624 Epitelial PET 3.02 993 3N 13.25
686 Fibroblasto PET 245 12,24 408 16.33
665 Fibroblasto PET 365 8,22 274 10,96
647 Fibroblasto PET 1,91 15,71 524 20,94
621 Fibroblasto PET 579 518 1.73 6.91
608 Fibroblasto PET 3,55 8,45 282 11,27
438 Fibroblasto PET 509 598 1,96 7.86
556 Fibroblasto PET 6,48 463 154 6,17

667 (C) Epitelial PET 518 579 1,93 772

Una vez que las muestras han sido preparadas, el siguiente paso fue rellenar la cubeta de
electroforesis del sistema Mini-Protean Ill con running buffer 1x cuya composicién se
muestra en la tabla 4 del anexo. A continuacion, se cargaron las muestras en los pocillos
del gel, al cual se aplicdé una carga de 100 voltios (V) durante 20 min para que las
muestras se concentrasen en el stucking y asi facilitar el desplazamiento en la siguiente
fase. Pasado este tiempo se aumentd la potencia a 120V hasta que las proteinas

alcanzaron la parte interior de la fase running.

3.3.3 Transferencia a la membrana

Tras la separacion de las proteinas mediante la electroforesis el siguiente paso fue la
transferencia del gel a una membrana de polifluoruro de vinilideno (PVDF). En primera
instancia tuvo lugar la activacion de la membrana, cuyo proceso se llevo a cabo en tres
pasos: un bafio de 5 min en metanol, un bafio de 5 min en agua destilada y de nuevo un
bafio de 5 min de metanol. Una vez activada, la membrana debe quedar sumergida en
buffer de transferencia, cuya composicidbn se especifica en la tabla 5 del anexo.
Posteriormente, se desmonto el gel de la electroforesis y se sumergié en buffer de
transferencia durante 5 min en una nevera a 4°C. También se usaron papeles

absorbentes blot que se humedecieron con buffer de transferencia. El proceso se llevo a
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cabo en un Trans-blot semi-dry transfer cell donde se coloco el gel sobre la membrana,
ambos dispuestos entre los papeles absorbentes. La transferencia se completé en 40 min
aplicando un voltaje de 20 V. Para comprobar el éxito de la transferencia, la membrana se
sumergié durante 2 min en Rojo Ponceau, un colorante sintético de alta afinidad por las
proteinas cuya tincion desaparece posteriormente por lo que es compatible con la mayor
parte de procedimientos de detecciéon con anticuerpos. El resultado puede observarse en

la imagen 1 del anexo.

3.3.4 Inmunodeteccion

Las bandas del marcador que se visualizan en la electroforesis son de Pm conocido, lo
cual nos permite identificar donde se encuentran las proteinas que nos interesa analizar.
Se us6 la E-cadherina como marcador epitelial y la fibronectina como marcador
mesenquimal. Para examinar los niveles de autofagia se usaron los marcadores LC3 vy
p62. Ademas, como control de carga se utilizo la proteina GAPDH.

En primer lugar, con el objetivo de evitar uniones inespecificas, se bloqued la membrana
sumergiéndola en tampdén de bloqueo durante 1 h a temperatura ambiente en agitacion
continua. En nuestro caso el tampdn de bloqueo esta formado por leche o BSA, segun las
preferencias de cada proteina a analizar, ambos diluidos al 5% en buffer de lavado, cuya
composicion se detalla en la tabla 6 del anexo. A continuacion, se incub6 la membrana
con el anticuerpo primario diluido en el tampoén de bloqueo. La informacion relativa a
dichos anticuerpos se especifica en la tabla 2. La incubacion se produjo overnight en
agitacion continua a 4 ° C. Al dia siguiente se lavd la membrana tres veces con tampoén de

lavado durante intervalos de 5 min en agitacion continua.

Tabla 2: Anticuerpos primarios utilizados

ANTICUERPO ANIMAL DE ORIGEN DILUCION TAMPON BLOQUEO

Fibronectina Rabbit 1:5000 Leche
E-cadherina Mouse 1:1000 Leche
p62 Rabbit 1:500 BSA
GAPDH Rabbit 1:5000 BSA
LC3 Rabbit 1:700 Leche
Anti-rabbit Burro 1:4000 BSA o Leche (segun corresponda)
Anti-mouse Cabra 1:2500 Leche
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Posteriormente se incubd la membrana durante 1 h con los anticuerpos secundarios
correspondientes (tabla 2) en agitacion a temperatura ambiente. El anticuerpo secundario
se une al anticuerpo primario al reconocer las inmunoglobulinas (lg) del animal en el que
se ha desarrollado con la funcibn de marcar el anticuerpo primario para su posterior
deteccion. Finalmente se lavoé la membrana tres veces con tampdn de lavado durante
intervalos de 5 min. Para el revelado de la membrana se utilizo el kit Luminata Classico
Western HRP Sustrate, cuya senal quimioluminiscente fue detectada por una camara de

revelado LAS 3000 tras un periodo de exposicion.

3.3.5 Cuantificacion de la sefal

Para cuantificar la cantidad de proteina detectada por la camara de revelado se utilizé el
programa informatico Image J. De forma manual se selecciona con el cursor la region de
la banda deseada y el programa transforma la intensidad de la sefial en una regién bajo

una campana cuya area es facilmente calculable.

3.4 Analisis estadistico

Los analisis estadisticos que permitieron evaluar los resultados obtenidos se realizaron
mediante el software estadistico GraphPad PRISM utilizando el test no paramétrico de
Mann-Whitney.

4. Resultados

4.1 Expresion proteica de marcadores de la transicion epitelio-mesenquimal
Las células mesoteliales procedentes del fluido de drenaje de los pacientes en DP se
aislaron mediante centrifugacion y se cultivaron hasta alcanzar una confluencia del 80%.
Antes de proceder al estudio proteico se clasificaron mediante microscopia éptica segun
su fenotipo en: epiteliales, fibroblastos o mixtas. Para llevar a cabo el experimento se
seleccionaron muestras de pacientes cuyo fenotipo, a priori, era puramente epitelial o
mesenquimal (fibroblastos). Como se mencion6é anteriormente, se evalué mediante un
Western Blot la expresion proteica de E-cadherina y fibronectina, marcadores del fenotipo
epitelial y mesenquimal respectivamente, para corroborar dicha seleccion.

En la figura 2B se observa que las células clasificadas como epiteliales poseen una

expresion significativamente mayor de E-cadherina que las clasificadas como fibroblastos
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(p=0.05). Como se puede ver, concretamente las células epiteliales muestran una
expresion positiva en E-cadherina de aproximadamente 250 unidades arbitrarias (u.a),
que desciende hasta alrededor de 150 u.a en las células con fenotipo fibroblastico. Los
valores exactos de la cuantificacion de la sefial expresada pueden verse en la tabla 7 del
anexo.

Por el contrario, en la figura 2C se observa que la expresion de fibronectina fue minima
en las células con fenotipo epitelial, aumentando significativamente (p<0.01) en células
con fenotipo fibroblastico donde la expresion alcanz6é aproximadamente los 800. Los

valores exactos de la cuantificacion de la sefial expresada pueden verse en la tabla 8 del

anexo.
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Fig 2: Expresion proteica de E-cadherina y fibronectina. Las células procedentes del efluente peritoneal
se clasificaron segun su fenotipo en epitelial (n=7) y fibroblasto (n=6). A.- Imagen del Western Blot de la
expresion de E-cadherina y Fibronectina, utilizandose GAPDH como control de carga. B.- Representacion
grafica de la expresiéon de E-cadherina en células epiteliales vs células con fenotipo fibroblasto (p<0.05). C.-
Representacién grafica de la expresiéon de fibronectina en células epiteliales vs células con fenotipo
fibroblasto (p<0.01)

Estos resultados corroboran que la clasificacion fenotipica de las células, realizada
previamente mediante microscopia optica, fue la correcta ya que se corresponde con un
descenso de la expresion de E-cadherina y un aumento de la expresion de fibronectina

por parte de las células mesenquimales.
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4.2 Expresion proteica de marcadores autofagicos

Con el objetivo de comprobar si existe un defecto en la actividad autofagica que conduzca
a un estado cronico de inflamacioén, se analiz6 mediante un Western Blot la expresion de
los marcadores p62 y LC3.

La proteina p62 se encarga de unir fisicamente la carga que se desea degradar a
receptores situados en las membranas autofagicas en formacion. Ademas, es
continuamente degradada via autofagia por lo que una reduccidn en los niveles totales de
p62 indicarian una induccion del proceso autofagico, motivo por el cual se considera un
buen marcador para evaluar la actividad de dicho proceso (31).

Como se observa en la figura 3B, no existe una diferencia significativa en los niveles de
expresion de p62 entre las células con fenotipo epitelial y las células con fenotipo
fibroblasto. Los valores exactos de la cuantificacion de la sefal expresada pueden verse
en la tabla 9 del anexo.
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Fig 3: Expresion proteica del marcador autofagico p62. Las células procedentes del efluente peritoneal
se clasificaron segun su fenotipo en epitelial (n=7) y fibroblasto (n=6). A.- Imagen del Western Blot de la
expresion de p62, utilizandose GAPDH como control de carga. B.- Representacion grafica de la expresion
de p62 en células con fenotipo epitelial vs células con fenotipo fibroblastico.

Por otra parte, la proteina LC3 constituye la membrana autofagosomal. Durante la
autofagia, el LC3-I citosoélico se conjuga con fosfatidiletanolamina para formar LC3-Il que

se incorpora tanto a la membrana interna como a la externa del autofagosoma. Por lo
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tanto, un aumento en los niveles de LC3-Il es un indicador fiable para estimar un aumento
de la actividad autofagica (35).

En la figura 4B, pese a no existir diferencias significativas en los niveles de expresion de
LC3-I entre las células epiteliales y mesenquimales, podemos ver una tendencia al
aumento en las células con fenotipo fibroblastico. Los valores exactos de la cuantificacion
de la sefial expresada pueden verse en la tabla 10 del anexo.

Por otra parte, como se puede ver en la figura 4C, tampoco se mostraron diferencias
significativas entre ambos fenotipos celulares en la forma lipidada LC3-Il. No obstante, se
distingue un sutii aumento de la expresion proteica en las células con fenotipo
fibroblastico. Los valores exactos de la cuantificacién de la sefal expresada pueden verse
en la tabla 11 del anexo.

A Epiteliales Fibroblastos

- e . | C3- (16 Kda)
- L — . | C3]] (14 Kda)

300 150

200

100

100

Expresion proteica de LC3-|
(Incremento Relativo)
(Incremento Relativo)

Expresion proteica de LC3-II

Fig 4: Expresion proteica de los marcadores autofagicos LC3-l y LC3-Il. Las células procedentes del
efluente peritoneal se clasificaron segun su fenotipo en epitelial (n=7) y fibroblasto (n=6). A.- Imagen del
Western Blot de la expresion de LC3-l y LC3-ll, utilizandose GAPDH como control de carga. B.-
Representacion grafica de la expresion de LC3-1 en células con fenotipo epitelial vs células con fenotipo
fibroblasto. C.- Representacion grafica de la expresién de LC3-II en células con fenotipo epitelial vs células
con fenotipo fibroblastico.

El analisis de la conversion de la proteina autofagica LC3 (ratio LC3-Il/ LC3-l) en una de
las mejores formas de evaluar el proceso ya que un incremento en dicho ratio se
correlaciona con un aumento en el numero de autofagosomas y, por ende, con un

incremento en el grado de actividad autofagica (36).
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Como se puede observar en la figura 5, las células con fenotipo fibroblastico presentan
un ratio LC3-1l/ LC3-1 significativamente menor (p<0.05) que las células con fenotipo
epitelial. Los valores exactos de la cuantificacion de la seial expresada pueden verse en

la tabla 12 del anexo.
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Fig 5: Conversion de la proteina autofagica LC3. Representacion grafica del ratio LC3-1l/ LC3-1 en
células con fenotipo epitelial vs células con fenotipo fibroblastico (p<0.05).

Una disminuciéon del ratio LC3-ll/ LC3-1 en las células mesenquimales indica una
reduccion en el numero de autofagosomas, por lo que este resultado a priori sugiere un
defecto en la actividad autofagica, lo que podria estar relacionado con el incremento de

estatus inflamatorio que se observa en estas células.

5. Discusion

La ERC engloba un conjunto de enfermedades que afectan a la estructura y
funcionamiento de los rifiones de manera crénica e irreversible, cuya prevalencia se
incrementa con el envejecimiento y otras enfermedades como la diabetes o la
arteriosclerosis (7). En estadios avanzados de la ERC surge la necesidad de reemplazar
la funcién de los rifiones nativos, por lo que mas de 64000 personas en Espafia se
encuentran en tratamiento renal sustitutivo, que puede realizarse mediante tres
modalidades: trasplante, hemodialisis y dialisis peritoneal (6).

El tratamiento con dialisis supone un 2,5 % del gasto sanitario total de nuestro pais, a
pesar de proporcionar soporte apenas al 0,1% de la poblacién (10). Aunque la DP es

mucho menos costosa que la hemodialisis, siendo equivalente en términos de eficacia
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dialitica y morbimortalidad, su uso no es comparable debido a las complicaciones que
puede suponer la técnica (13).

Durante el procedimiento se somete al peritoneo a una solucion no fisiolégica que se
caracteriza por su potencial glucotéxico (17). La exposicion prolongada a dicho liquido de
dialisis, en conjunto con otras agresiones como sangrados locales o infecciones, provoca
cambios tisulares y estructurales tales como angiogénesis y fibrosis como consecuencia
de la transicion epitelio-mesenquimal (19).

Durante este proceso, las células mesoteliales de la membrana peritoneal pierden sus
caracteristicas adquiriendo un fenotipo fibroblastico debido a un estado crénico de
inflamacion (25). La contrapartida funcional de esta situacion es una pérdida progresiva
de la capacidad dialitica de manera que si prevenimos la inflamacién podremos mejorar la
fibrosis y preservar la arquitectura de la membrana peritoneal.

En respuesta a la alta concentracién de glucosa del LD, se ha observado un aumento en
la produccion de ROS por parte de la mitocondria, activandose numerosas vias de
sefalizacion proinflamatorias que inducen un estrés oxidativo celular cada vez mayor (20).
Asimismo, se ha demostrado una importante relacion entre ROS y el inflamasoma
NLRP3, un complejo multiproteico que se activa ante sefiales de “peligro” celular para
desencadenar defensas inmunitarias innatas mediante la maduracion de citoquinas
proinflamatorias como IL-1B e IL-18 (37).

Estudios anteriores sugieren que la actividad del inflamasoma NLRP3 esta regulada
negativamente por la autofagia (38) y de manera positiva por ROS (37). En este sentido,
la inhibicion de la autofagia conduce a la acumulacién de mitocondrias dafiadas que
generan ROS, lo cual a su vez activa al inflamasoma NLRP3.

Por lo tanto, es necesario conocer si una reduccion en la actividad autofagica podria
contribuir a la acumulacién de mitocondrias dafadas y producir una exacerbacion de la
respuesta inflamatoria, dando lugar a un fallo en la homeostasis de las células
mesoteliales de la membrana peritoneal, desencadenando en ultima instancia el fallo de
ultrafiltracion.

Como se expuso anteriormente, el estado cronico de inflamacién al que se ve sometido la
membrana peritoneal provoca la TEM en las células mesoteliales del tejido. El estado de
TEM observado en las muestras celulares empleadas se corroboré mediante un estudio
proteico en el que se advirti6 una disminucion del marcador epitelial E-cadherina y un
aumento del marcador mesenquimal fibronectina.

Basandonos en este hecho fisiologico, se analizd el nivel de expresion de los marcadores

autofagicos p62 y LC3 en las células mesoteliales, cuyo fenotipo epitelial es caracteristico
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de un peritoneo sano, y en las células mesenquimales, cuyo fenotipo fibroblasto deriva de
los cambios morfoldgicos provocados por la fibrosis como consecuencia de la inflamacion.
Los resultados hallados parecen indicar una inhibicién de la autofagia, manifestada por un
aumento en los niveles de p62 y una disminucién del ratio LC3-1l/ LC3-I en las células
mesenquimales que han sufrido la TEM.

La proteina p62 es la principal molécula que interviene en el reconocimiento del material
que se desea degradar en la autofagia, encargandose de unir fisicamente la carga a
receptores situados en las membranas autofagicas en formacién (31). Ademas, p62 es
continuamente degradada de manera eficaz por autofagia por lo que los niveles de
expresion total de p62 se correlacionan inversamente con la actividad autofagica. En este
sentido, una disminucion en los niveles de p62 indicaria una induccion del proceso
autofagico mientras que un aumento de la expresion de dicha proteina, como el que se
puede observar en los resultados obtenidos en este trabajo, es indicativo de que se esta
produciendo una autofagia defectuosa (39).

En un estudio sobre la unién de agregados proteicos a la maquinaria autofagica por parte
de p62 se encontr6 que la inhibicidn de la autofagia condujo a un aumento de los niveles
de proteina p62. En el citado trabajo las células se trataron con rapamicina, un inductor de
la autofagia, y con bafilomicina, un compuesto que bloquea la fusion de autofagosomas
con lisosomas, obteniéndose resultados que demuestran la correlacién entre los niveles
de p62 y la actividad autofagica. El tratamiento con rapamicina provocé una disminucion
de p62 mientras que el tratamiento con bafilomicina condujo a la acumulacién de p62 en
las células (40).

Cabe destacar que p62 contiene dominios que interactian con otras moléculas de
sefalizacion, pudiendo desempefiar funciones adicionales a su papel autofagico.
Asimismo, también se puede degradar por el sistema ubiquitina-proteasoma de manera
que sus niveles de expresion pueden aumentar si se produce una inhibicién del mismo
(41). Estas caracteristicas podrian suponer una incorrecta interpretacion del flujo
autofagico por lo que es necesario emplear otros métodos como el recambio de LC3-II
para determinar la existencia de un defecto en el mecanismo de la autofagia.

LC3 es una proteina autofagica implicada en la formacion de autofagosomas . Cuando la
autofagia es inducida, la forma citosélica LC3-I se conjuga con fosfatidiletanolamina para
formar una nueva molécula denominada LC3-Il que, una vez sintetizada, se inserta tanto
en la membrana externa como interna del autofagosoma, siendo esencial en su proceso
de formacién. Por esta razdén, un aumento en los niveles de LC3-Il es un indicador fiable

de la actividad autofagica (35).
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En los resultados de la expresidn proteica de LC3-Il no se observd una disminucion en los
niveles del marcador en las células mesenquimales, tal y como se esperaria encontrar en
una situacion de supresion del flujo autofagico.

No obstante, el flujo autofagico se refiere al proceso completo de autofagia que incluye la
entrega de la carga a los lisosomas, asi como su posterior descomposicidon y reciclaje. En
este sentido, altos niveles de LC3-Il no solo podrian representar una induccion en la
autofagia sino también una inhibicién en las fases finales de este proceso en la que se
produciria una acumulacion de autofagosomas que no se llegarian a fusionar con los
lisosomas (42). Ademas, no toda la LC3-Il esta presente en las membranas autofagicas.
En diversos estudios (39) se detectaron niveles de expresion altos para dicho marcador a
pesar de que la formacion de autofagosomas estaba total o parcialmente inhibida.

Medir los niveles de LC3-Il en relacion con los de LC3-I es una buena forma de estimar
una acumulacion en el numero de autofagosomas. Los resultados obtenidos muestran
que las células con fenotipo fibroblasto presentan un nivel significativamente menor en el
ratio LC3-1l/ LC3-I con respeto a las células con fenotipo epitelial, lo cual indica que no se
esta produciendo una conversién suficiente de la forma citosélica LC3-I a la forma lipidada
LC3-Il, proceso que tendria lugar cuando la autofagia es inducida.

El analisis global de los resultados obtenidos no permite descartar que, como se suponia
en la hipdtesis de partida, exista una disfuncidén autofagica en las células peritoneales que
conduzca a la acumulacion de mitocondrias dafiadas que participen en el estado de
inflamacion del peritoneo. En este sentido, descubrimientos recientes sugieren un papel
crucial de la autofagia en la inmunidad e inflamacion al prevenir la excesiva activacion del
complejo NLRP3-inflamasoma y en consecuencia la liberacion de IL-18 e IL-18 (citoquinas
proinflamatorias) (43). Asimismo, existen diversos farmacos estudiados que pueden
inducir autofagia, bien por una activacion de las moléculas pro-autofagicas, o por
inhibicion de sus reguladores negativos, como es el caso de la rapamicina. En este
sentido se ha descrito que la rapamicina protege al peritoneo de pacientes en DP a través
de un efecto antifibrético y antiproliferativo de vasos sanguineos y linfaticos (44).

Puesto que es evidente que el extrés oxidativo y la inflamacion desempefan un papel
fundamental en el fallo de ultrafiltracidn peritoneal, es necesario seguir investigando el
papel que juega la autofagia con el fin de obtener nuevos resultados que permitan
mantener la capacidad dializante de la membrana peritoneal para mantener la

supervivencia de la técnica.
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6. Conclusiones

Los resultados obtenidos sugieren que, tal y como se planted inicialmente, existe una
relacion entre la transicidn epitelio-mesenquinal de las células peritoneales de pacientes
en DP y una deficiencia en el proceso autofagico. El analisis de los marcadores
autofagicos p62 y LC3 permiti6 detectar una inhibicion de la autofagia en las células
mesenquimales (fibroblastos) en comparacidén con las células epiteliales. No obstante, el
mecanismo molecular de la activacion/inhibicién de la autofagia es muy complejo, por lo
que los resultados obtenidos pueden tener interpretaciones variables y no son suficientes
para dilucidar con certeza la cuestion planteada. Para corroborar la interpretacion de los
resultados obtenidos, un buen punto de partida seria tratar las células con inhibidores e

inductores de la autofagia, como son la cloroquina y la rapamicina respectivamente.

Conclusions

Os resultados obtidos suxiren que, coma se plantexou nun comezo, existe una relacion
entre a transicion epitelio-mesenquimal das células peritoneais de pacientes en DP e una
deficiencia no proceso autofaxico. A analise dos marcadores autofaxicos p62 e LC3
logrou detectar una inhicicidon da autofaxia nas células mesenquimais (fibroblastos) en
comparanza coas ceélulas epiteliais. Porén, o mecanismo molecular da
activacion/inhibicion da autofagia € moi complejo, polo que os resultados obtidos poden
ter interpretacién varias e non chegan para esclarecer con certeza a cuestion plantexada.
Para ratificar a interpretacion dos resultados obtidos, un bo punto de partida consitiria en
tratar as células con inhibidores e inductores da autofaxia, coma son a cloroquina e a

rapamicina respectivamente.

Conclusions

The results obtained suggest that, as initially proposed, there is a relationship between the
epithelial-mesenchymal transition of peritoneal cells in PD patients and a deficiency in the
autophagic process. Analysis of the autophagic markers p62 and LC3 detected an
inhibition of autophagy in mesenchymal cells (fibroblasts) compared to epithelial cells.
However, the molecular mechanism of autophagy activation/inhibition is very complex, so
the results obtained may have variable interpretations and are not sufficient to elucidate
with certainty the question posed. To corroborate the interpretation of the results obtained,
a good starting point would be to treat the cells with autophagy inhibitors and inducers,

such as chloroquine and rapamycin respectively.
21



7. Bibliografia

1. OMS. (2017). Datos interesantes acerca del envejecimiento. Retrieved May 02,
2021, from https://www.who.int/ageing/about/facts/es/

2. Naciones Unidas. (2020). Perspectivas de la poblacion mundial 2019: metodologia
de las Naciones Unidas para las estimaciones y proyecciones de poblacién. Serie
Poblacién (N°132)

3. Pérez Diaz, J., Abellan Garcia, A., Aceituno Nieto, P., & Ramiro Farifas, D. (2020).
Un perfil de las personas mayores en Espafa, 2020. Indicadores estadisticos
basicos. Envejecimiento en red.

4. Ramos Cordero, P., & Pinto Fontanillo, J. A. (2015). Las personas mayores y su
salud: situacion actual. Avances en odontoestomatologia, 31(3), 107-116.
https://dx.doi.org/10.4321/S0213-12852015000300001

5. Otero, A., de Francisco, A., Gayoso, P., Garcia, F., & EPIRCE Study Group (2010).
Prevalence of chronic renal disease in Spain: results of the EPIRCE
study. Nefrologia : publicacion oficial de la Sociedad Espafiola Nefrologia, 30(1),
78-86. https://doi.org/10.3265/Nefrologia.pre2009.Dic.5732

6. Mahillo Duran, B. (2020). Informe de dialisis y trasplante 2019 (Diapositivas de
PowerPoint). Registro Espanol de Enfermos Renales, Sociedad Espafiola de

Nefrologia. Retrieved May 02, 2021, from
https://www.senefro.org/contents/webstructure/INFORME_REER_SEN_ 2020 WEB
_SEN.pdf

7. Sellarés, V. L. (2010). Enfermedad renal crénica. Nefrologia al dia. Edicion del
grupo editorial nefrologia de la sociedad espafiola de nefrologia. Espafia, 335-352.
Retrieved May 03, 2021, from https://www.nefrologiaaldia.org/es-articulo-
enfermedad-renal-cronica-136

8. Cabrera, S. S. (2004). Definicién y clasificacion de los estadios de la enfermedad
renal crénica. Prevalencia. Claves para el diagnéstico precoz. Factores de riesgo
de enfermedad renal crénica. Nefrologia, 24, 27-34. Retrieved May 03, 2021, from
https://www.revistanefrologia.com/es-definicion-clasificacion-estadios-enfermedad-
renal-articulo-X0211699504030666

9. Gorostidi, M., Sanchez-Martinez, M., Ruilope, L. M., Graciani, A., de la Cruz, J. J.,
Santamaria, R., Del Pino, M. D., Guallar-Castillén, P., de Alvaro, F., Rodriguez-
Artalejo, F., & Banegas, J. R. (2018). Chronic kidney disease in Spain: Prevalence
and impact of accumulation of cardiovascular risk factors. Prevalencia de
enfermedad renal cronica en Espana: impacto de la acumulaciéon de factores de
riesgo cardiovascular. Nefrologia, 38(6), 606—615.
https://doi.org/10.1016/j.nefro.2018.04.004

10. Arrieta, J. (2010). Evaluacion econdmica del tratamiento sustitutivo renal
(hemodialisis, dialisis peritoneal y trasplante) en Espana. Nefrologia (English
Edition), 1(1), 37-47. Retrieved May 03, 2021, from
https://www.revistanefrologia.com/es-evaluacion-economica-del-tratamiento-
sustitutivo-articulo-X2013757510002348

22



11. Sellarés, V. L. (2012). Principios fisicos: definiciones y conceptos.
Nefrologia, 6(1), 355-67. Retrieved May 03, 2021, from
https://revistanefrologia.com/es-pdf-XX342164212000270

12.Vadakedath, S., & Kandi, V. (2017). Dialysis: a review of the mechanisms
underlying complications in the management of chronic renal failure. Cureus, 9(8),
1-8. https://doi.org/10.7759/cureus.1603

13.GBD Chronic Kidney Disease Collaboration. (2020). Global, regional, and national
burden of chronic Kidney disease, 1990-2017: a sistematic analisis for the Global
Burden of Disease Study 2017. Lancet, 395(10225), 709-733.
https://doi.org/10.1016/S0140-6736(20)30045-3

14. Mehrotra, R., Devuyst, O., Davies, S. J., & Johnson, D. W. (2016). The current
state of peritoneal dialysis. Journal of the American Society of Nephrology, 27(11),
3238-3252. https://doi.org/10.1681/ASN.2016010112

15.Bartosova, M. & Schmitt, C. P. (2019). Biocompatible peritoneal dialysis: The target
is still way off. Frontiers  in Physiology, 9(1853), 1-13.
https://doi.org/10.3389/fphys.2018.01853

16.Maharjan, S. R. S., & Davenport, A. (2019). Comparison of sodium removal in
peritoneal dialysis patients treated by continuous ambulatory and automated
peritoneal dialysis. Journal of nephrology, 32(6), 1011-1019.
https://doi.org/10.1007/s40620-019-00646-7

17. Zuo, X., Ye, X., Sun, F., Qian, K., Xiang, S., Liang, W., ... & Ying, C. (2015).
Glucose absorption in nephropathy patients receiving continuous ambulatory
peritoneal dialysis. Asia Pacific journal of clinical nutrition, 24(3), 394-402.
https://doi.org/10.6133/apjcn.2015.24.3.16

18.Haybrard, J., Simon, N., Danel, C., Pin¢on, C., Barthelemy, C., Tessier, F. J., ... &
Odou, P. (2017). Factors generating glucose degradation products in sterile glucose
solutions for infusion: statistical relevance determination of their impacts. Scientific
reports, 7(1), 1-9. https://doi.org/10.1038/s41598-017-12296-5

19.Bajo, M. A., del Peso, G., & Selgas, R. (2009). Prevencion de la esclerosis
peritoneal encapsulante en pacientes en didlisis peritoneal. Didlisis y
Trasplante, 30(2), 52-56. Retrieved May 03, 2021, from https://www.elsevier.es/es-
revista-dialisis-trasplante-275-articulo-prevencion-esclerosis-peritoneal-
encapsulante-pacientes-13137822

20.Hung, K. Y., Liu, S. Y., Yang, T. C., Liao, T. L., & Kao, S. H. (2014). High-dialysate-
glucose-induced Oxidative Stress and Mitochondrial-Mediated Apoptosis in Human
Peritoneal Mesothelial Cells. Oxidative medicine and cellular longevity, 2014,
642793. https://doi.org/10.1155/2014/642793

21.Welten, A. G., Schalkwijk, C. G., Ter Wee, P. M., Meijer, S., Van Den Born, J., &
Beelen, R. J. (2003). Single exposure of mesothelial cells to glucose degradation
products (GDPs) yields early advanced glycation end-products (AGEs) and a
proinflammatory response. Peritoneal dialysis international, 23(3), 213-221.
https://doi.org/10.1177/089686080302300301

23



22.Aroeira, L. S., Aguilera, A., Sanchez-Tomero, J. A., Bajo, M. A., del Peso, G.,
Jiménez-Heffernan, J. A., ... & Lopez-Cabrera, M. (2007). Epithelial to
mesenchymal transition and peritoneal membrane failure in peritoneal dialysis
patients: pathologic significance and potential therapeutic interventions. Journal of
the American Society of Nephrology, 18(7), 2004-2013.
https://doi.org/10.1681/ASN.2006111292

23.Yafhez-Mo, M., Lara-Pezzi, E., Selgas, R., Ramirez-Huesca, M., Dominguez-
Jiménez, C., Jiménez-Heffernan, J. A., ... & Lopez-Cabrera, M. (2003). Peritoneal
dialysis and epithelial-to-mesenchymal transition of mesothelial cells. New England
Journal of Medicine, 348(5), 403-413. https://doi.org/10.1056/NEJM0a020809

24 .Hay, E. D. (1995). An overview of epithelio-mesenchymal transformation. Cells
Tissues Organs, 154(1), 8-20. https://doi.org/10.1159/000147748

25.Kalluri, R., & Weinberg, R. A. (2009). The basics of epithelial-mesenchymal
transition. The Journal  of  clinical  investigation, 119(6), 1420-1428.
https://doi.org/10.1172/JCI139104

26.Sanchez-Tillo, E., Liu, Y., de Barrios, O., Siles, L., Fanlo, L., Cuatrecasas, M., ... &
Postigo, A. (2012). EMT-activating transcription factors in cancer: beyond EMT and
tumor invasiveness. Cellular and molecular life sciences, 69(20), 3429-3456.
https://doi.org/10.1007/s00018-012-1122-2

27. Liu, Y., Dong, Z., Liu, H., Zhu, J., Liu, F., & Chen, G. (2015). Transition of
mesothelial cell to fibroblast in peritoneal dialysis: EMT, stem cell or
bystander?. Peritoneal Dialysis International, 35(1), 14-25.
https://doi.org/10.3747/pdi.2014.00188

28.Parzych, K. R. & Klionsky, D. J. (2014). An overview of autophagy: Morphology,
mechanism, and regulation. Antioxidants and Redox Signaling, 20(3), 460—473.
https://doi.org/10.1089/ars.2013.5371

29. Boya, P. (2017). Autofagia: como nuestras celulas se reciclan. Sociedad Espanola
de Bioquimica y Biologia Molecular, pp. 1-2.
https://doi.org/http://dx.doi.org/10.18567/sebbmdiv_ANC.2017.01.2

30. Mizushima, N., Yamamoto, A., Matsui, M., Yoshimori, T., & Ohsumi, Y. (2004). In
vivo analysis of autophagy in response to nutrient starvation using transgenic mice
expressing a fluorescent autophagosome marker. Molecular biology of the
cell, 15(3), 1101-1111. https://doi.org/10.1091/mbc.e03-09-0704

31.Larsen, K. B., Lamark, T., Qvervatn, A., Harneshaug, |., Johansen, T., & Bjgrkay,
G. (2010). A reporter cell system to monitor autophagy based on
p62/SQSTM1. Autophagy, 6(6), 784-793. https://doi.org/10.4161/auto.6.6.12510

32.Harris, J., Lang, T., Thomas, JP, Sukkar, MB, Nabar, NR & Kehrl, JH
(2017). Autophagy and inflammasomes. Inmunologia molecular, 86, 10-15.
https://doi.org/10.1016/j.molimm.2017.02.013

33.Sun, X., Sun, L., Zhao, Y., Li, Y., Lin, W., Chen, D., & Sun, Q. (2016). MAVS
maintains mitochondrial homeostasis via autophagy. Cell discovery, 2(1), 1-16.
https://doi.org/10.1038/celldisc.2016.24

24



34.Wu, J., Li, X, Zhu, G., Zhang, & He, M. & Zhang, J. (2016). The role of Resveratrol
induced mitophagy/autophagy in peritoneal mesothelial cells inflammatory injury via
NLRP3 inflammasome activation triggered by mitochondrial ROS. Experimental Cell
Research, 341(1), 42-53. https://doi.org/10.1016/j.yexcr.2016.01.014

35.Tanida, I., Ueno, T., & Kominami, E. (2008). LC3 and Autophagy. Methods in
molecular biology (Clifton, N.J.), 445, 77-88. https://doi.org/10.1007/978-1-59745-
157-4 4

36.Mizushima, N., & Yoshimori, T. (2007). How to interpret LC3
immunoblotting. Autophagy, 3(6), 542-545. https://doi.org/10.4161/auto.4600

37.Zhou, R., Yazdi, A. S., Menu, P., & Tschopp, J. (2011). A role for mitochondria in
NLRP3 inflammasome activation. Nature, 469(7329), 221-225.
https://doi.org/10.1038/nature09663

38.Pefa-Sanoja, M. J., & De Sanctis, J. B. (2013). Autofagia y respuesta
inmunitaria. Investigacion Clinica, 54(3), 325-337. Retrieved July 15, 2021 from
https://produccioncientificaluz.org/index.php/investigacion/article/view/28933

39.Mizushima, N., Yoshimori, T., & Levine, B. (2010). Methods in mammalian
autophagy research. Cell, 140(3), 313-326.
https://doi.org/10.1016/j.cell.2010.01.028

40.Bjerkey, G., Lamark, T., Brech, A., Outzen, H., Perander, M., @vervatn, A,, ... &
Johansen, T. (2005). p62/SQSTM1 forms protein aggregates degraded by
autophagy and has a protective effect on huntingtin-induced cell death. Journal of
Cell Biology, 171(4), 603-614. https://doi.org/10.1083/jcb.200507002

41. Klionsky, D. J., Abeliovich, H., Agostinis, P., Agrawal, D. K., Aliev, G., Askew, D.
S., ... & Paglin, S. (2008). Guidelines for the use and interpretation of assays for
monitoring autophagy in  higher eukaryotes. Autophagy, 4(2), 151-175.
https://doi.org/10.4161/auto.5338

42. Mizushima, N., Yamamoto, A., Hatano, M., Kobayashi, Y., Kabeya, Y., Suzuki, K.,
... & Yoshimori, T. (2001). Dissection of autophagosome formation using Apg5-
deficient mouse embryonic stem cells. The Journal of cell biology, 152(4), 657-668.
https://doi.org/10.1083/jcb.152.4.657

43.Shi, C. S., Shenderov, K., Huang, N. N., Kabat, J., Abu-Asab, M., Fitzgerald, K. A,,
... & Kehrl, J. H. (2012). Activation of autophagy by inflammatory signals limits IL-13
production by targeting ubiquitinated inflammasomes for destruction. Nature
immunology, 13(3), 255-263. https://doi.org/10.1038/ni.2215

44.Gonzalez-Mateo, G. T., Aguirre, A. R., Loureiro, J., Abensur, H., Sandoval, P.,
Sanchez-Tomero, J. A,, ... & Liappas, G. (2015). Rapamycin Protects From Type-|
Peritoneal Membrane Failure Inhibiting the Angiogenesis, Lymphangiogenesis, and
Endo-MT. BioMed research international, 2015, 989560.
https://doi.org/10.1155/2015/989560

25



