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L’Enric anava perdut. Demana al senyor Codina-Fortiac el Ilibre de férmules de les sopes i el
fabricant va donar-/i uns cops amistosos a [’esquena.

- Lessopes, no me les enredeu — digué — Aixo pertany a Produccio i tu ets d’Investigacio.
- lels cubets? — pregunta timidament [’Enric.
- Van bé, van bé! Tu busca i calla, pero no t’emboliquis amb coses que no entens.

Total, que el sou allargava i I’Enric es va casar. El catedratic que li feia de conseller va dir-li
gue podia treure partit de la situacio: ja que el deixaven amb prou llibertat, que preparés la tesi,
que versava sobre el procés de col-lisio multiple produit per [ ‘entrada d 'una particula carregada
d’energia en un bloc solid de matéria, on els atoms, apilats compactament, s 'engegaven en forma
de xafec cosmic.

L’ Enric treballava al costat del quimic, i, de tant en tant, havia de tastar la sopa.
- Encara és amargant — deia.
1 laltre feia noves barreges, incansablement.

- lara?
- Arano té gust de sopa.

S’avenien, es van fer molt amics.

(.)

Atoms per la pau

Pere Calders
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Resum

La dialisi peritoneal ha esdevingut, en els darrers anys, una bona opcié com a
tractament renal substitutiu per aquells pacients que presenten una malaltia
renal cronica avancada. Presenta alguns avantatges respecte a 1’hemodialisi
assistida, la técnica dialitica més estesa, com son una major autonomia per part
del pacient, donat que és una tecnica domiciliaria, i una major preservacio de
la funcié renal residual. No obstant aix0, molts pacients que inicien el
tractament amb dialisi peritoneal, acaben transferits a hemodialisi donada la
fallida de la tecnica, que ve determinada per diversos factors. Un dels més
importants, és el deteriorament de la membrana peritoneal, provocada per
I’agressio que aquesta rep per 1’Us continuat de solucions de dialisi riques en
glucosa, aixi com pels episodis de peritonitis i d”’hemoperitoneu que, a la llarga,
provoquen la fibrosi i neovascularitzacié de la membrana amb la consequient

pérdua de capacitat dialitica.

El métode més utilitzat per a monitoritzar i avaluar la membrana peritoneal, el
Test d’Equilibri Peritoneal, presenta algunes limitacions donat que dona una

informacio tardana del deteriorament de la membrana.

En aquesta tesi, es demostra per primera vegada la possibilitat d’aillar vesicules
extracel-lulars de I’efluent de dialisi a través de cromatografia per exclusié de
mida, i com el seu proteoma mostra diferéncies entre els pacients que presenten
una membrana peritoneal estable i aquells que no, fins i tot abans que es
produeixin canvis en el Test d’Equilibri Peritoneal. Finalment, s’han identificat
algunes proteines com a potencials biomarcadors precocos del deteriorament

de la membrana.
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Abstract

In recent years, peritoneal dialysis has become a good alternative for renal
replacement therapy in patients with end-stage kidney disease. It has some
advantages over assisted hemodialysis, the most common type of dialysis, such
as more patient autonomy, as it is a home-based therapy, and higher
preservation of residual renal function. However, many patients in peritoneal
dialysis will eventually transfer to hemodialysis due to the failure of the
technique which is determined by several factors. One of the most important is
the deterioration of the peritoneal membrane, caused by the long-term exposure
to the dialysis solutions, which contain large amounts of glucose, as well as by
repeated episodes of peritonitis and hemoperitoneum, which in turn causes
peritoneal fibrosis, neovascularization and consequently, loss of the dialytic

capacity.

The most widely used method for monitoring and evaluating the peritoneal
membrane, the Peritoneal Equilibration Test, has some limitations, as it

provides a delayed information about the peritoneal membrane state.

In the present thesis, we demonstrate for the first time, the feasibility to isolate
extracellular vesicles from the peritoneal dialysis efflux using Size-Exclusion
chromatography. Also, extracellular vesicles proteome shows differences
between patients with stable and non-stable peritoneal membrane, even before
changes occur in the Peritoneal Equilibration Test. In addition, some proteins

have been identified as potential early biomarkers of membrane deterioration.
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1. Introduccio

1.1. Malaltia renal cronica i tractament renal substitutiu

1.1.1 Definicio

La malaltia renal cronica es defineix com una alteracié estructural o
funcional dels ronyons persistent durant mes de 3 mesos. El grup de treball
KDIGO (Kidney Disease: Improving Global Outcomes) classifica la
malaltia renal cronica en funcié de 1’etiologia del dany renal, del filtrat
glomerular estimat (en 6 estadis) i de I’excrecid urinaria d’albamina (en 3
estadis)Y). Aquesta classificacié en estadis, que es mostra a la taula 1@,
permet establir un pronostic de la malaltia renal cronica, de manera que com
més avangat sigui I’estadi, pitjor és el pronostic tant des del punt de vista de
mortalitat cardiovascular, com de malaltia renal avan¢ada amb necessitat de
tractament renal substitutiu. Aixi doncs, tant la disminucié del filtrat
glomerular com 1’augment de 1’excrecié d’albtimina en orina son factors de

risc de mortalitat global i mortalitat cardiovascular®.

Persistent albuminuria categories
description and range

Al A2 A3
Prognosis of CKD by GFR
and albuminuria categories: N‘:; :;1{' to Moderately Severely
KDIGO 2012 inc(easye 4 increased increased

<30 mg/g 30-300 mg/g >300 mg/g
<3 mg/mmol | 3-30 mg/mmol | >30 mg/mmol

"E G1 Normal or high 290
Ro
S 2| a2 Mildly decreased | 60-89
=g
Eg Mitd!
= ildly to moderately ~
£ 5 G3a decreased 559
: 8 Moderately t
92 | g3p oderately to 30-44
=0 severely decreased
g3

o
%= & | G4 | Severely decreased | 15-29
0T
@
™
(0]

G5 Kidney failure <15

Green: low risk (if no other markers of kidney disease, no CKD); yellow: moderately increased risk;
orange: high risk; red: very high risk

Taula 1: Classificaci6 del grup KDIGO (2012) sobre els estadis de la malaltia renal cronica
segons el filtrat glomerular estimat (GFR) i pronostic de malaltia renal cronica avangada amb
necessitat de tractament renal substitutiu. Extret de la referéncia bibliografica n°2.
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Globalment, la hipertensi¢ arterial i la diabetis sén les causes principals de
malaltia renal cronica, tot i que en molts casos no s’arriba a filiar

Ietiologia®.

1.1.2 Incidéncia, prevalenca i impacte economic

Tant la incidencia com la prevalenca de la malaltia renal cronica varien molt
en funcio del pais d’estudi. Amb tot, S’estima una prevalenga mundial
aproximada d’entre un 8-16% en la poblacio, tot i que les dades en els
estadis més inicials de la malaltia renal cronica sén dificils d’obtenir i

probablement esta infradiagnosticada®®),

La malaltia renal cronica té un gran impacte economic en la societat donat
que els costos del seguiment i, sobretot, del tractament renal substitutiu en
la fase més avancada, sOn molt elevats. S’estima que en els paisos
desenvolupats, el 2-3% dels costos sanitaris es destinen al tractament renal

substitutiu, tot i que només corresponen a un 0,1-0,2% de la poblacié®),

1.1.3 Malaltia renal cronica avancada i tractament renal substitutiu

A mesura que la malaltia renal avanca, es redueix la capacitat d’eliminar
toxines urémiques i augmenta el risc de complicacions com I’anémia, els
trastorns hidroelectrolitics, la malaltia mineral oOssia i la sobrecarrega
hidrosalina. En les fases més avancades, els pacients afectats poden
presentar simptomes diversos com astenia, anoréxia, disgeusia, pruija i
dispnea, entre d’altres, el conjunt dels quals rep el nom de simptomatologia
urémica. Es en aquestes fases quan és necessari 1’inici de técniques renals
substitutives, que inclouen el trasplantament renal, 1’hemodialisi i la dialisi

peritoneal.

Del conjunt de tecniques renals substitutives, el trasplantament renal és el
tractament que ofereix una millor supervivencia i qualitat de vida en els

pacients amb malaltia renal cronica avancada®®®, Aquells que tenen

-18 -



alguna contraindicacio per rebre un trasplantament renal, o que estan en

llista d’espera, sOn tractats mitjancant técniques dialitiques.

1.1.3.1 Tractament renal substitutiu al nostre entorn

En el cas concret de Catalunya, en els darrers anys, s’ha observat un
augment significatiu tant de la prevalenca com de la incidéncia de la

malaltia renal cronica avancada en tractament renal substitutiu (taula 2)9),

2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017
Prevalencga n 9.026 9.316 9.589 9.819 10.159 10.488 10.785
Prevalencia
Prevalence pmp 1.197,1 1.230,5 1.269,5 1.305,9 1.353,1 1.394,2 1.4274
Incidéncia n 1.049 1.088 1.149 1.184 1.247 1.263 1.249
Incidencia
Incidence pmp 1391 143,7 1521 157,5 166,1 167,9 165,3

Taula 2: Evolucié de la malaltia renal cronica avangada en tractament renal substitutiu a
Catalunya. Extret del Registre de Malalts Renals de Catalunya del 201749,
pmp: per milié d’habitants
Les técniques renals substitutives tenen una distribucio diferent en el
conjunt de la poblaci6 catalana, de manera que I’hemodialisi assistida és el
tractament d’eleccid en els casos incidents. Pel que fa a la prevalenca del
tipus de tractament renal substitutiu, observem que més del 50% dels

pacients tenen un trasplantament renal funcionant (Figura 1).

Incidéncia Incidencia Incidence Prevalenga Prevalencia Prevalence

TRV DPCC
67 21
5,4% 1,7%

| HDA
2% [IERES]

11,6%

Figura 1: Incidencia i prevalenca segons el tipus de tractament renal substitutiu a Catalunya.
Any 2017. Extret del Registre de Malalts Renals de Catalunya del 20174,
HDA: Hemodialisi assistida; HDD: Hemodialisi domiciliaria; HDF: Hemodiafiltracio on-
line; DPAC: Dialisi peritoneal ambulatoria continua; DPCC: Dialisi peritoneal continuada
ciclica; TRC: Trasplantament renal de donant cadaver; TRV: Trasplantament renal de donant
viu.
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1.2. Ladialisi peritoneal
1.2.1 Definicié

La dialisi peritoneal és una técnica dialitica que consisteix en la infusié d’un
liquid de dialisi a la cavitat peritoneal a través d’un catéter abdominal.
Aquest liquid de dialisi, entra en contacte amb la denominada membrana
peritoneal, que actua com a membrana de dialisi entre els capil-lars
peritoneals i el liquid de dialisi. L’objectiu principal és 1’eliminaci6é de

substancies uremiques i de I’excés d’aigua corporal.

Els avantatges principals de la dialisi peritoneal respecte a 1’hemodialisi
assistida son la preservacid de la funcié renal residual®®, i en alguns casos,
un augment de la qualitat de vida®®, derivada en part, pel fet de ser una
tecnica que el pacient pot realitzar al seu domicili. De fet, en la nefrologia
pediatrica i fins a I’adolescéncia, la dialisi peritoneal €és la técnica dialitica
més utilitzada precisament perqué permet, entre d’altres, una major

conciliacié amb la vida familiar®?.

Les contraindicacions absolutes de la dialisi peritoneal sén poques, i
inclouen antecedents de cirurgia abdominal major, obesitat morbida, grans
hérnies abdominals, diverticulitis activa, i el fet de ser portador de

colostomies i de grans aneurismes aortics abdominals¥),

1.2.2 La dialisi peritoneal al mon

Aproximadament, al mén, prop de 369000 pacients reben tractament renal
substitutiu amb dialisi peritoneal, que correspon a un 9% del total de
tecniques renals substitutives i a un 11% del total de técniques
dialitiques®). S’estima un creixement anual global aproximat del 8%, que
és irregular segons el territori: en els darrers anys, el creixement ha estat
notori especialment en paisos asiatics 1 als Estats Units, tot i que en d’altres

zones, com a Europa, s’ha observat un decreixement per motius diversos®),

-20-



1.2.3 La dialisi peritoneal al nostre entorn

A Catalunya, la dialisi peritoneal té una prevalenca d’un 4% sobre el total
de tecniques renals substitutives (inclos el trasplantament renal), mentre que
la seva incidéncia és del 13,9%10),

Actualment, a la poblaci6 catalana, el motiu més freqiient d’abandonament
de la dialisi peritoneal és el canvi de técnica al trasplantament renal. Si ens
fixem en I’evolucio dels ultims anys, observem que aquest flux ha
augmentat molt donat I’increment anual del numero de trasplantaments

renals que es realitzen (Figura 2).

2017 a3 115 1 7 | 1 L
2016 44 | 107 | 93 | |
2015 30 | . 89 — 1 0 Izi

2014 31 99 I 85 B+

2013 3] 77 | 75 Wi

2012 0 ] 67 | TR

2011 32 | 69 | A |

2010 24| 47 [ 50 | [ |

2008 24 70 [ a5 ] 1!

2008 28 | 53 [ 51 ]

2007 2 [ a8 I e k!

2006 |28 o 3 2

2005 25 | 51 [ 25 2

2004 [T22] 40 [ 28 ]2 |

2003 27 | T [ a7 0

2002 28| 23 33 1
2001 | 27 [ 180
2000 26] 33 [ 30 Jo
1999 3% 27 [ 30 ]

1998 30 22 | 38 | ]
1997 30 25 | 34 W=
1996 32 | 18 | 33 |‘|
1995 33 21 28 1]
1994 0

1903 [T20]15] 26 ] 1

1992 | 18 [13] 27 | o

1991 [T22 1135 J o

0 50 100 150 200 250

Figura 2: Flux de pacients. Sortides de dialisi peritoneal. Extret del Registre de Malalts

Renals de Catalunya del 201719,

Eix X: NUmero de pacients

Codi de colors: Verd: Exitus; Blanc: Transferéncia a trasplantament renal; Gris: Transferéncia

a hemodialisi; Negre: Exclosos
Per altra banda, els pacients vius que abandonen la dialisi peritoneal i no
reben un trasplantament renal, han de canviar necessariament a hemodialisi.
En un 18,4% dels casos, el canvi de tecnica a hemodialisi és consequiencia

de la pérdua de la funcio6 de la membrana peritoneal (Figura 3).
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Elecci6 del malalt;
11,2%

Pérdua de funcio del
peritoneu;
18,4%

Infeccio tunel
subcutani;
4.5%

Malaltia associada o
complicacio greu;
37.4%

Infeccit peritoneu;
25,0%

Figura 3: Causa del canvi de la dialisi peritoneal a hemodialisi. Periode 2000-2017.
Manca informacid en 150 casos (16%).
Extret del Registre de Malalts Renals de Catalunya del 201739,

1.2.4 Mortalitat comparada amb hemodialisi

Els estudis comparatius més recents sobre la supervivencia global en funcio
de latecnica dialitica (dialisi peritoneal i hemodialisi assistida) sGn costosos
per la complexitat de llur disseny. Els resultats obtinguts han estat diversos,
i depenen de les poblacions estudiades. Vonesh et al®”, van mostrar els
resultats comparatius del seu estudi en una mostra de pacients dels Estats
Units de forma estratificada en funcio de 1’edat, causa de la malaltia renal i
comorbiditats: I’hemodialisi estava associada a un augment de la mortalitat
respecte a la dialisi peritoneal, en aquells pacients sense nefropatia diabética
i més joves (<45 anys) que no presentaven més comorbiditats, mentre que
s’observava un augment de la mortalitat en dialisi peritoneal en el grup de
pacients amb nefropatia diabética i majors de 45 anys. En un altre estudi
epidemiologic en una poblacié danesa®®, la dialisi peritoneal mostrava una
major supervivencia significativa respecte a 1’hemodialisi en tots els
subgrups estudiats durant els 4 primers anys, moment a partir del qual la

supervivencia era menor de forma no significativa.
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En general, i tot i les diferéncies geografiques, el consens generalitzat és
que ’eleccié de la tecnica dialitica hauria de dependre de la preferencia del
pacient, un cop ha estat informat durant el seguiment de la malaltia renal

cronica avancgada.

1.2.5 Les modalitats del tractament en dialisi peritoneal

Distingim entre dues grans modalitats en el moment de prescriure el
tractament en dialisi peritoneal. D’una banda, rep el nom de Dialisi
Peritoneal Ambulatoria Continua (DPAC) a la modalitat que consisteix en
la infusio, per part del pacient o cuidador, d’entre una i quatre bosses de
soluci6 de dialisi a la cavitat peritoneal durant un dia. D’altra banda, parlem
de Dialisi Peritoneal Continuada Ciclica (DPCC) quan la infusio es realitza
a través d’un aparell anomenat cicladora a qué el pacient esta connectat
entre unes 7 i 9 hores (habitualment durant la nit, mentre es dorm). L’eleccid
entre una modalitat i una altra dependra de 1’eleccio del pacient perd també

de les caracteristiques del transport de la membrana peritoneal.

1.2.6 Les solucions de dialisi

Les solucions de dialisi estan constituides pels ions sodi, calci, magnesi i
clor a una concentracié semblant a les concentracions plasmatiques
fisiologiques, aixi com d’un agent osmatic, responsable de la ultrafiltracio,

i un tampo (lactat i/o bicarbonat) pel tractament de 1’acidosi metabolica*®),

El principal agent osmotic és la glucosa i es troba a diferents
concentracions, I’eleccio de la qual depen de la capacitat d’ultrafiltracio
desitjada durant la prescripcié del tractament. Actualment existeixen dues
solucions amb agents osmotics diferents: i) les solucions isoosmolars
basades en icodextrina, un polimer de la glucosa que permet un temps de
permanéncia major de la solucio a la cavitat peritoneal, donat que s’esdevé
una ultrafiltracié mantinguda a través de la membrana peritoneal superior a

la de les solucions de glucosa®®?; i ii) les solucions basades en aminoacids.
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Les solucions de dialisi mes recents, denominades biocompatibles, son
aquelles en les que se separa el tampo de la glucosa durant el seu
emmagatzematge i esterilitzacid, de manera que permet 1’Gs de bicarbonat
sol 0 amb lactat com a tampo (més fisiologic que les antigues solucions que
utilitzaven altes concentracions de lactat) 1 I’esterilitzacio de la glucosa a un
pH més baix, amb la consequent reduccio dels denominats productes de

degradacio de la glucosa (PDGs), lesius per a la membrana peritoneal b,

1.2.7 Adequacid en dialisi peritoneal

El concepte d’adequaci6 en dialisi peritoneal inclou una série de condicions
que tenen en compte la correcta dialisi de petits soluts i la ultrafiltracié
assolida, aixi com parametres que afecten a la qualitat de vida dels pacients,
tal i com 1’anémia, la volémia, 1’estat de nutricio, afectacio mineral-0ssia,

el balang acid-base, etc??,

Un dels parametres més ampliament utilitzats per a I’avaluaci6 de la dialisi
de petits soluts és I’anomenat Kt/V setmanal total d’urea (resultant de la
suma del Kt/V setmanal d’urea peritoneal i del Kt/V setmanal d’urea renal).
Es tracta d’un index que mesura 1’aclariment fraccional de la urea en el
temps (Kt) i que permet quantificar la dosi de dialisi atorgada. S’expressa
com un valor setmanal, normalitzat pel volum de distribuci6 de la urea
(V)@), Les guies cliniques de la International Society for Peritoneal
Dialysis (ISPD) recomanen que superi el valor de 1.7, donat que hi ha
evideéncia que valors més baixos es relacionen amb pitjor supervivencia del
pacient i de la técnica, aixi com a una major necessitat d’estimulants de
Ieritropoesi®¥. En aquells pacients que en el seguiment no assoleixen un
Kt/V adequat, cal valorar I’augment de dosi de dialisi, habitualment
augmentant els litres de tractament amb les solucions de dialisi. A mesura
que augmenta el temps de la tecnica en dialisi, é€s habitual que el clinic hagi

d’anar augmentant la dosi de dialisi.
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Tal i com veurem més endavant, I’avaluaci6 de la membrana peritoneal,

també és cabdal per a la correcta adequacié de la dialisi.

1.2.8 La membrana peritoneal

Rep el nom de membrana peritoneal el conjunt format per mesoteliocits,
membrana basal mesotelial, interstici, membrana basal capil-lar, glicocalix
I endoteliocits, és a dir, a les estructures que s’interposen entre la sang dels

capil-lars peritoneals i el liquid de dialisi de la cavitat peritoneal (Figura
£4)@)(8),
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Figura 4: Estructura de la membrana peritoneal®®.

El conjunt d’aquestes estructures, permet el transport de soluts 1 d’aigua que

succeeixen durant el procés de dialisi.

Els dos principals mecanismes pels qual es produeix aquest transport son la
difusio, que es produeix per la diferencia de gradient de soluts; i la

conveccio, provocada per la diferéncia de gradient de pressio osmaotica.

Actualment s’accepten dos models teorics complementaris que expliquen
com es produeix aquest transport a través de la membrana: la teoria dels tres

porus i el model distribuit®?,

-25.-



La teoria dels tres porus sosté que la barrera més important pel transport
peritoneal es troba en els capil-lars sanguinis, i que aquest depen
principalment de tres porus de diferent mida. Els porus grans (20-40 nm)
corresponen a grans escletxes entre 1’endoteli que permeten el pas de
macromolécules com les proteines (albdmina i proteines més grans com les
immunoglobulines). D’altra banda, els porus petits (4-6 nm) corresponen a
petites escletxes interendotelials i permeten el pas de molécules petites com
creatinina, urea, potassi i sodi. Finalment, els ultraporus (<0,8 nm)
corresponen a aquaporines que permeten el pas d’aigua lliure de soluts

(Figura5).
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Figura 5: Teoria dels tres porus®”.

Pel que fa al model distribuit, posa de manifest que el transport peritoneal
depen de la distribucié que els capil-lars tenen a la membrana peritoneal,
aixi com de la distancia que 1’aigua i els soluts han de travessar entre els
capil-lars i el mesoteli, a través de ’interstici, de manera que els capil-lars
més propers al mesoteli sén els que presenten una eficiéncia en el transport

peritoneal més elevada.

1.2.8.1 Avaluacio de la membrana peritoneal

Del bon funcionament de la membrana, en depén la capacitat dialitica de la
tecnica i, per tant, és necessaria la monitoritzacio de la mateixa al llarg de
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la vida util del tractament. EI metode més ampliament utilitzat per avaluar
la capacitat dialitica de la membrana peritoneal en les unitats de dialisi
peritoneal, és el Test d’Equilibri Peritoneal (TEP). El test tradicional va ser
estandarditzat per Twardowski el 1987 1 consistia en la infusié d’una
solucié de dialisi de glucosa al 2,27% durant 4 hores, obtenint una relacié
entre els valors del quocient de creatinina del dialitzat i del plasma (D/P
creatinina), aixi com de la relacié entre la concentracio de glucosa en el
dialitzat a I’inici 1 al final del test (D/Do de glucosa). Més tard, s’ha
estandarditzat amb una solucio de glucosa amb una concentracio del 3,86%,
per comptes del 2,27%, donat que ofereix la mateixa informacié respecte al
transport de petits soluts, perd millor respecte a la capacitat d’ultrafiltracio,
ja que s’obtenen volums de drenatge més grans i fa que es disminueixin els
errors en llur mesura. Aixi mateix, aporta informacio sobre el transport
d’aigua lliure mediat pels canals d’aquoporina-1 gracies a la mesura del
Sieving de sodi (reducci6 de la concentracié de sodi en el dialitzat a 1’inici

de la ultrafiltracid), permetent una millor avaluacid de la membrana®®.

En funcio dels resultats, els pacients son classificats en quatre tipus segons
el tipus de transport que s’hagi observat de la membrana: Alt, Mig-Alt, Mig-
baix i baix (Figura 6).
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Figura 6: Interpretacid del TEP i classificacid del tipus de transportador®®.

Aquesta classificacio permet, juntament amb I’avaluacié clinica i analitica

del pacient, fer una correcta adequacio de la dialisi en el moment de fer la
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prescripcio del tractament, de manera que els alts transportadors es
beneficiaran d’una prescripcié amb cicles de tractament d’una durada més
curta 1 de 1’Gs de solucions d’icodextrina, mentre que els transportadors

baixos es beneficiaran de cicles de permanéncia més llargs®.

1.2.8.2 Deteriorament de la membrana peritoneal

Anteriorment hem descrit que un dels motius més frequents
d’abandonament de la técnica és la pérdua de la funcié de la membrana
peritoneal. La propia condiciéo d’urémia dels pacients amb malaltia renal
cronica i, sobretot, I’exposicié a solucions de dialisi al Ilarg del temps,
provoquen un augment del gruix de I’espai submesotelial, un augment de
I’angiogenesi i una lesio progressiva dels vasos sanguinis de la membrana
anomenada vasculopatia hialinitzant (semblants a les que s’observen en els
pacients amb diabetis mellitus), que és més evident en aquells pacients que

presenten una disminucié de 1’ultrafiltracié peritoneal (Figures 7 i 8)@G9@D,
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Figura 7: Gruix de ’espai submesotelial en funci6 del temps en dialisi®?.

HD: Hemodialisi; PD: Dialisi Peritoneal
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Figura 8: Prevalenca de vasculopatia d’acord amb el temps en dialisi peritoneal ©9,

D’altra banda, hi ha evidéncia que a mesura que augmenta el temps en
dialisi peritoneal, s’esdevé un canvi fenotipic de les cel-lules mesotelials
gue formen la membrana peritoneal, de manera que aquestes perden la seva
morfologia tipica cobblestone transformant-se en cél-lules fibroblast-like.
Aquest canvi fenotipic també s’observa més acusadament després d’un

episodi de peritonitis o d”hemoperitoneu®?),

Els mateixos investigadors van demostrar que les cél-lules fibroblast-like
provinents de cultius d’efluents de pacients en dialisi peritoneal tenien un
origen mesotelial, suggerint que les cel-lules mesotelials de la membrana
peritoneal experimenten una transicidé epiteli-mesénquima, adquirint
capacitat de migracid i un paper actiu en la formacié de la fibrosi peritoneal

I en la pérdua de la capacitat d’ultrafiltracié (Figura 9).
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Figura 9: Transicio epiteli-mesénquima de les cél-lules mesotelials. A: Peritoneu de pacient
que no rep tractament en dialisi®?
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Figura 9: Transici6 epiteli-mesenquima de les cel-lules mesotelials. B: Peritoneu de pacient en
tractament en dialisi peritoneal durant 6 mesos, i a on ja s’observa una pérdua de polaritat de
les cel-lules mesotelials. C: 8 mesos en dialisi peritoneal i, en el requadre petit, 34 mesos en
dialisi peritoneal. Cél-lules marcades amb anticossos anticitokeratina (marcador epitelial) ¢?.

Globalment, els canvis funcionals de la membrana peritoneal es poden
resumir en dos: inicialment s’observa un augment del ratio del transport de
petits soluts; i posteriorment s’observa una disminucié de la capacitat
d’ultrafiltraci6. Es postula que aquests esdeveniments tenen lloc,
respectivament, com a conseqiiéncia de 1’augment de la proporcio de vasos
sanguinis efectius, i pel desenvolupament de la fibrosi peritoneal que afecta

a la conductancia osmotica®®.

El principal problema del deteriorament de la membrana peritoneal €s la
fallida d’ultrafiltracié (FUF). Es defineix com a la incapacitat d’assolir una
ultrafiltracio minima de 400 mL durant 4 hores amb una solucio de glucosa
al 3,86%C%, en aquells pacients que presenten signes d hiperhidratacio, un
cop s’ha descartat una possible disfuncid del catéter o la presencia de
fugues®®. S han descrit diverses causes de FUF, pero la més freqient té lloc
quan es produeix una rapida difusi6 dels soluts de mida petita, provocant
una dissipacio del gradient osmotic. Caracteristicament, aquests pacients
presenten un canvi en el tipus de transport de membrana mesurada per TEP,
virant a alts transportadors. Les causes més importants sén la formacio de
fibrosi i angiogenesi peritoneal, provocant un augment de la superficie
efectiva peritoneal. Els factors descrits més importants que contribueixen a

aquest deteriorament son 1’s de glucosa com a substancia osmoticament
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activa, I’as de solucions amb alta concentracio de PDGs i les peritonitis

greus o repetides en el tempsGOENE8),

Una de les situacions més greus, encara que infreqiients, del deteriorament
de la membrana peritoneal, és I’anomenada Peritonitis Esclerosant
Encapsulada (EPS). Consisteix en un engruiximent greu del peritoneu, amb
un atrapament de 1’intesti que pot portar a una desnutricio greu i a una
obstruccié intestinal®. Actualment no hi ha evidéncia suficient per
discernir si la EPS és una evolucio propia del mateix deteriorament de la
membrana peritoneal que succeeix en tots els pacients sotmesos a la técnica,
0 es tracta de dues patologies independents“?, encara que la pérdua de la
capacitat d’ultrafiltracio és un dels factors de risc més importants per al

desenvolupament d’una EPS.

1.2.8.3 La recerca de biomarcadors en el deteriorament de la
membrana peritoneal

Tot i la millora de la supervivéncia i de la qualitat de vida dels pacients
afectats per una malaltia renal cronica avancada que reben tractament amb
dialisi peritoneal, hem vist que s6n mdaltiples les complicacions que poden
presentar al llarg de la vida de la tecnica. Els procediments actuals que es
fan servir a la practica assistencial disten molt de ser perfectes en el
monitoratge i en el diagnostic d’aquestes complicacions, especialment en el
deteriorament de la membrana peritoneal. No obstant aix0, en els darrers
anys han estat descrits diversos biomarcadors relacionats en el remodelatge
de la membrana, en la inflamacié cronica i en el desenvolupament de les
peritonitis, que si bé encara no s’utilitzen en la practica clinica habitual,
permeten un major coneixement dels processos biologics que es produeixen
durant la técnica, aixi com una classificacid preco¢ d’aquells pacients
suggestius de presentar un pitjor pronostic. Un dels avantatges avantatges
més manifestes de I’us de biomarcadors obtinguts a partir de 1’efluent de

dialisi peritoneal és la seva facilitat d’obtencio, i al fet de ser un procediment
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poc invasiu com ho poden ser d’altres com, per exemple, la biopsia de la

membrana peritoneal.

Un dels biomarcadors més estudiats en I’efluent peritoneal és la interleucina
6 (IL-6), marcador d’inflamacié de la membrana, els nivells elevats de la
qual s’han associat a un augment del transport peritoneal*?. D’altra banda,
un augment en 1’efluent peritoneal de la concentracio del també marcador
d’inflamacié local interleucina 8 (IL-8), s’ha relacionat amb la durada del
tractament amb dialisi peritoneal i amb 1’Gs de solucions amb altes
concentracions de PDGs“®. Finalment, les concentracions altes a 1’efluent
de I’antigen del cancer 125 (CA-125), relacionat amb la massa cel-lular
mesotelial de la membrana peritoneal, s’ha associat a una major

supervivencia de la técnica®?,

La millora de les noves tecnologies i de la informatica en els darrers anys,
ha permes I’adveniment de les técniques denominades dmiques, que tenen
com a objectiu I’analisi global d’un conjunt molecular, i inclou la genomica,
transcriptomica, protedmica i metabolomica®). La gran quantitat
d’informaci6 obtinguda a través d’aquestes técniques, suposa un augment
en la dificultat de la seva interpretacio pero el seu estudi permet diferenciar
conjunts de biomarcadors, denominats signatures moleculars, que
reflecteixen millor la complexitat dels processos biologics que s’estudien
(Figura 10)“Y, Un dels exemples més propers a una practica clinica futura,
el trobem en els treballs basats en I’estudi de la metabolomica i proteomica
de I’efluent de dialisi peritoneal on investiguen els canvis provocats per la
suplementacié d’alanyl-glutamina (AlaGlIn) al liquid de dialisi®®)#)@8) |
disminucio dels marcadors d’estrés oxidatiu observats en els pacients que
reben aquesta suplementacio, converteixen 1’AlaGIn en un possible

tractament pel deteriorament de la membrana peritoneal.
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Figura 10: Model esquematic de I’estudi de les omiques en I’efluent de dialisi peritoneal
(PDE)“Y,
PAMS: Pathogen-associated molecular signatures.

1.3. Les vesicules extracel-lulars

1.3.1 Definici6 i funcio bioldgica

Les vesicules extracel-lulars (VES) son particules contingudes en una
bicapa lipidica generades per les cél-lules. La seva funcio biologica
principal rau en la comunicacié intercel-lular, ja sigui en condicions
fisiologiques o en processos patologics. Caracteristicament, donada la seva
capacitat de transferir material proteic, lipidic i també material nucleic (com
RNAmM i microRNA), els permet produir canvis fenotipics en les cél-lules

receptores?),

S’han pogut aillar en diferents liquids biologics (sang, saliva, orina, liquid
amniotic...) i s’ha observat que la seva composicio depén de I’estat
funcional i fisiologic de la cél-lula d’origen®. En aquest sentit, I’estrés
cel-lular provocat, per exemple, per I’estat d’urémia dels pacients amb
malaltia renal cronica, o el propi dany cel-lular per altres causes®b®2), son
responsables de I’augment de I’alliberacié de VEs. Es per aquest motiu que

I’estudi de la composicié d’aquestes estructures ha adquirit molta
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rellevancia en els darrers anys com a marcadors biologics de diferents

patologies®?),

En funciod de la mida i del seu procés de formacio, s’han distingit diverses

tipus de VEs que han rebut diversos noms (Figura 11)®4),

Microvesicles, microparticles,
ectosomes, oncosomes, etc.

PM
Exosomes

Early
endosome /
MVB Lysosome
RS

Golgi complex

Figura 11: Representacio esquematica dels diferents tipus de VEs generades per una cél-lula
eucariota®?,
PM: Membrana plasmatica; MVB: Cossos multivesiculars

En general, parlem d’exosomes quan ens referim a VEs formades per la
fusio de cossos multivesiculars intracel-lulars amb la membrana plasmatica
i alliberats posteriorment a I’espai extracel-lular; i de microvesicules (també
reben el nom de microparticules cel-lulars o ectosomes) quan sén
alliberades directament de la membrana plasmatica. Finalment, els cossos

apoptotics son VES que es produeixen a través de la membrana en el procés

de mort cel-lular programada.

1.3.2 Aillament i caracteritzacio de les vesicules extracel-lulars

S’han descrit multiples métodes per a I’aillament de les VEs en els diferents
liquids biologics, que es diferencien, entre altres, per la seva capacitat de
discriminar altres estructures, cost-efectivitat i aplicabilitat clinica®). En

aquest sentit, s’han emprat la centrifugacio diferencial, la centrifugacié per
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gradient de densitat, la cromatografia per exclusié de mida (SEC), la

ultrafiltracio, la immunocaptacio i la precipitacio.

En la metodologia emprada en aquesta tesi farem émfasi en la SEC, que
consisteix en un metode de separacio basat en la mida de les particules d’una
solucio que es fa passar a través d’una columna plena d’un polimer (per
exemple, de safarosa) amb un determinada mida de porus. Lozano-Ramos
et al®®, van demostrar que 1’us de la SEC per a ’aillament de VEs urinaries,
era un procediment fiable, més rapid que la ultrafiltracio (un meétode
classicament utilitzat en 1’aillament de VEs), cost-efectiu i amb la

possibilitat d’automatitzacio i adaptacio per als laboratoris de diagnostic.

Pel que fa a la caracteritzacio de VEs, s’utilitzen métodes per a distingir
algunes de les seves caracteristiques, ja sigui la mida, la morfologia,
I’origen cel-lular o la composiciéo molecular. Els métodes més utilitzats son
la citometria de flux, la microscopia electronica (ME), I’analisi de rastreig
de nanoparticules (NTA), la dispersié dinamica de llum (DLS), i la
microscopia de forces atomiques (AFM)®?. Farem émfasi en les tres
primeres, per ser especificament utilitzades en 1’obtencio dels resultats
d’aquesta tesi. La citometria de flux, sobretot quan és utilitzada per a la
detecci6 de marcadors especifics de VEs gracies a 1’is d’anticossos
monoclonals marcats amb un fluorofor, té 1’avantatge de ser un métode
rapid que permet la deteccié de multiples marcadors en una mateixa mostra
de VEs en suspensi6®’). La ME és el gold standard en 1’analisi de VEs per
imatges, donat que permet una alta resolucié d’entre 1-3 nm®%. Finalment,
la NTA permet obtenir informacid sobre la mida mitjana de les particules

d’una mostra i de la distribucidé per mida de les mateixes.

La principal limitaci6 de la citometria de flux rau en la detecci6 de les VEs
de mida més petita i que en situacions on hi ha una elevada concentracié de
VEs, aquestes es mesurin com a un unic resultat. Pel que fa a la ME, la seva
limitacio principal és la dificultat en la preparacié de la mostra i el cost de

la técnica. A més, en el procés de preparacio de la mostra es poden produir
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alteracions estructurals en les VEs. Aquesta limitacio se soluciona, en part,
amb la criogenitzacio de la mostra, donant lloc a un tipus de ME que rep el
nom de microscopia crioelectronica (cyro-ME). Per ultim, les desavantatges
més importants pel que fa a la NTA, son el fet que les particules de mida
més petita poden resultar ocultes 0 emmascarades per les particules més
grans, i que la NTA no permet una diferenciacio fenotipica acurada de les
VEs®?),

1.3.3 Analisi de la proteomica de les vesicules extracel-lulars

Un cop s’ha procedit a I’aillament i a la caracteritzacid de les VEs, és
interessant procedir a 1’analisi del contingut de les mateixes, donat que
aquest €s variable en funci6 de la cél-lula d’origen i de I’ambient en qué han
estat sotmeses. En aquest sentit, es pot fer una analisi de la transcriptomica
(mRNAs, miRNAS), metabolomica i protedmica. Aquesta tesi se centrara
en I’analisi de la protedomica com a base de recerca de nous biomarcadors
de deteriorament de la membrana. Concretament, i per ser una de les
técniques més ampliament utilitzades per a la identificacié d’un espectre el
més gran possible de proteines en una mostra, farem esment de
I’espectrometria de masses en tandem acoblada a cromatografia liquida
(LC-MS/MS). En aquesta tecnica, inicialment es produeix la digestio de la
mostra amb una proteasa per a 1’obtencio de péptids que posteriorment son
analitzats per un espectrometre de masses (en la metodologia d’aquesta tesi,
s’ha emprat un analitzador de tipus trampa d’ions Orbitrap). Finalment,
I’analisi peptidica es fa mitjancant programari especific que permet la

identificacid de les proteines presents a la mostra®®),

Aixi doncs, 1’analisi d’un determinat perfil proteic d’un grup de pacients
pot ser comparat amb altres grups de pacients per a determinar-ne
diferencies. Aquestes diferencies, poden Gtils no només des del punt de vista

d’identificacid sin6 també des del punt de vista de significacio biologica.
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2. Hipotesi

La supervivencia dels pacients en dialisi peritoneal i de la propia tecnica ha
experimentat una millora significativa respecte als seus inicis. No obstant aixo,
encara avui, una de les causes més freqlients d’abandonament de la técnica esta
relacionada amb la perdua de funcionalitat de la membrana peritoneal pel seu
deteriorament. Els métodes actuals d’avaluacié de la membrana basats en
estudis funcionals donen una informacié massa tardana respecte al seu estat i
fa dificil preveure I’evolucié dels pacients. A mes, precisen el desplacament
del pacient a I’hospital i una espera minima de 4 hores mentre s’obtenen les
mostres per a I’estudi, essent un gran desavantatge en una tecnica domiciliaria

com és la dialisi peritoneal.

Darrerament, 1’estudi de la composicio de les VEs en diferents liquids
bioldgics ha obert un nou ventall de possibilitats diagnostiques en altres ambits

de la medicina, erigint-se com a una excel-lent font de biomarcadors.

La nostra hipotesi de treball postula que els canvis que es produeixen a la
membrana peritoneal durant el tractament dialitic, poden ser detectats i
monitoritzats, de manera precog i no invasiva, a través de I’estudi de VES

aillades en I’efluent de dialisi peritoneal.
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3. Obijectius

3.1. Obijectiu principal

o Descriure el proteoma de les VEs aillades de ’efluent de

dialisi en pacients en tractament cronic amb dialisi peritoneal.

3.2. Obijectius secundaris

o Comprovar la presencia i obtenir VEs de 1’efluent de dialisi
en pacients en dialisi peritoneal. Validar la SEC com a un
métode d’aillament de VES en ’efluent de dialisi.

o Cercar possibles diferencies en la composici6 de les VEs dels
pacients, en funcio del seu temps d’exposicio a liquids de
dialisi hiperosmolars.

o Identificar, a través de ’estudi de la composicio de les VEs,
un perfil peptidic que permeti usar-se com a biomarcador de

I’estat de la membrana peritoneal.
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Abstract

Peritoneal Dialysis (PD) is considered the best option for a cost-effective mid-term dialysis
in patients with Chronic Renal Failure. However, functional failure of the peritoneal mem-
brane (PM) force many patients to stop PD treatment and start haemodialysis. Currently,
PM functionality is monitored by the peritoneal equilibration test, a tedious technique that
often show changes when the membrane damage is advanced. As in other pathologies, the
identification and characterization of extracellular vesicles (EVs) in the peritoneal dialysis
efflux (PDE) may represent a non-invasive alterative to identify biomarkers of membrane
failure. Using size-exclusion chromatography, we isolated EVs from PDE in a group of
patients. Vesicles were characterized by the presence of tetraspanin markers, nanoparticle
tracking analysis profile, cryo-electron microscopy and mass spectrometry. Here, we report
the isolation and characterization of PDE-EVs. Based on mass spectrometry, we have
found a set of well-conserved proteins among patients. Interestingly, the peptide profile also
revealed remarkable changes between newly enrolled and longer-treated PD patients.
These results are the first step to the identification of PDE-EVs based new markers of PM
damage, which could support clinicians in their decision-making in a non-invasive manner.

Introduction

Peritoneal Dialysis (PD) is a renal replacement technique based on the semipermeable charac-
teristics of the peritoneal membrane (PM). This membrane is composed by a monolayer of
mesothelial cells and an interstitial matrix with a high number of capillaries that, in the pres-
ence of hyperosmotic PD fluids, permits the removal of small, medium and, to a lesser extent,
large molecules, as well as water ultrafiltration. Prolonged exposure to PD fluids, the low pH of
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the solutions, as well as episodes of peritonitis or haemoperitoneum can cause detachment of
mesothelial cells, fibrosis and neovascularization of the PM, resulting in functional degrada-
tion. Although the mechanisms of peritoneal fibrosis are still under investigation, one of the
most accepted hypotheses is the epithelial to mesenchymal cell transition[1,2], involving fac-
tors such as vascular endothelial growth factor (VEGF) or tumour growth factor-p (TGF -B)
(reviewed in[3]). Thus, despite PD is considered the best alternative for cost-effective sustain-
ability of dialysis treatment[4,5], different changes ultimately lead to the failure of ultrafiltra-
tion of the PM, causing many patients to discontinue their treatment.

Monitoring the PM’s functional state is therefore of outstanding importance for patients’
management. Currently, PM is monitored based on the 4-hour lasting peritoneal equilibration
test (PET). PET data inform about the permeability and transfer characteristics of the PM, esti-
mating the water transport secondary to osmotic changes in the peritoneal cavity. These data
allow clinicians to estimate the peritoneal transport, set the dose and type of PD required for
each patient, and monitor the function of the PM. However, PET data render a delayed vision
of the status of the PM, as the functional failure only occurs in advanced fibrotic lesions. Thus,
monitoring early changes may help to identify and prevent functional worsening of the PM,
thus helping the clinician to apply the appropriate therapeutic tools to extend their functional-
ity. In this sense, efforts have been made on the proteomic analysis of peritoneal dialysis efflux
(PDE)[6-8].

In recent years, the study of extracellular vesicles (EVs) has gained enormous interest in the
diagnostic and therapeutic scenarios[9]. EV's are lipid-bilayered vesicles of 50 to 200 nm in
diameter produced by most cells, mainly containing proteins, RNAs and metabolites[10]. EVs’
main function is related to cellular communication[10,11], but as their specific composition
varies depending on the physiological and functional state of the producing cells, they have
been extensively reported as potential biomarkers in a variety of diseases, including those of
the renal system[12]. It is conceivable that the cells of the PM respond to the dialysis treatment
by secreting EVs, and that these EVs change their composition reflecting the physiological
state of the compartment of origin.

Here, our aim was to identify, isolate and characterize PDE-EVs of patients on PD. The
results show that PDE is a non-invasive feasible material to isolate EVs using conventional,
clinically applicable techniques. Analyses of PDE-EVs content permitted the identification of
specific peptide profiles that changed according to time on dialysis. Thus, the study of EVs
present in the PDE opens a new line of research to find non-invasive potential biomarkers for
the early detection of PM damage in PD patients.

Materials and methods
Patients

The Ethical Committee of “Germans Trias i Pujol” Hospital approved the study, and all sub-
jects gave their written consent according to the Declaration of Helsinki[13]. Inclusion criteria
were patients over 18 years old diagnosed of a renal disease requiring PD as chronic renal
replacement therapy. Patients starting PD due to heart failure, or those showing a peritonitis
episode in the previous two months were excluded. Also, patients showing changes in the peri-
toneal membrane transport type compared to their initial PET or patients showing ultrafiltra-
tion failure were also excluded. Nine patients (56% female) from our PD unit were considered
for the study. No patients presented any peritonitis episodes in the 2 months previous to the
study. Renal diseases included: 2 renal polycystic disease, 2 tubulointersticial nephritis, 4
glomerulonephritis and 1 unknown aetiology. Seven patients were on Continuous Ambulatory
Peritoneal Dialysis (CAPD) and 2 patients were on Automated Peritoneal Dialysis (APD).
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Seven patients were treated with icodextrin. Clinical and laboratory variables, Peritoneal Equil-
ibration Test (PET), type of peritoneal dialysis solution, and total Kt/V as well as peritoneal Kt/
V and renal Kt/V were evaluated.

Peritoneal equilibration test

The Peritoneal Dialysis Unit routinely perform PET monitoring to each patient one month
after the begining of the treatment, and then repeat the test approximately every 6 months. In
this study, samples used for EV analyses were obtained at the same time that a routine PET
was perfomed. All patients included in the study were stable as for the PET functional result
(ie, no changes were detected from their initial test). Samples were obtained between June and
September 2014.

Peritoneal equilibration tests were performed with 3.87% glucose solution. The test bag was
drained and reinfused at 60 min as reported[14]. A blood sample was withdrawn at 240 min
and dialysate samples were taken from the pre-infusion bag, and at 0, 60, 120, and 240 min.
Urea, creatinine, glucose, sodium, and potassium were analysed in all samples; urate, phos-
phate, total protein, albumin, were analysed in blood and dialysate samples at 240 min (Cobas
711 Roche diagnostics, Switzerland). A correction was applied for plasma water concentration
for small solutes in the blood sample and, in the dialysate sample, creatinine concentration
was corrected for the presence of glucose.

Calculations

Dialysate to plasma (D/P) ratios for urea and creatinine, and dialysate to baseline dialysate
ratios (D/Do) for glucose were calculated. The mass transfer area coefficients (MTAC) for
urea, creatinine, glucose, urate, phosphate, and potassium were calculated according to
Waniewski et al. [15], using F = 0.5. Peritoneal clearances of total protein and albumin were
also calculated. All parameters were corrected for 1.73 m* surface area.

Ultrafiltration in PET at 240 min was calculated as the difference between the drained vol-
umes and the initial volume, as follows:

Ufz-mmin (ml) = (V:) - (V«))

where Uf, ultrafiltration; t, time (min); V, volume (mL).

Statistical analyses of patient data

Data are presented as median (rank). Quantitative data of the two groups were compared
using U-Mann-Whitney test, while qualitative data of the groups were analysed using Fisher’s
test. (SPSS, version 18.0, Chicago, IL, USA). Statistical significance was defined as p<0.05.

Isolation of EVs from PDE

Isolation of EVs from the concentrated PDE was based on a modification of a previous method
described by our group[16]. Five hundred mL PDE were centrifuged at 3,000 g for 5 min
immediately after collection. The supernatant was filtered through a 0.2 pm filter and concen-
trated using a Centricon plus-70 filter unit (100 kDa cut-off; Millipore, Bedford, MA). In brief,
supernatants were loaded onto the Centricon filter and centrifuged at 2,800 g for 30 min. This
step was repeated using one filter unit for each sample until the total volume was processed.
The retained volume (ranging from 0.8 mL to 2 mL) of concentrated PDE was loaded onto a
size-exclusion chromatography (SEC) column.
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Size-exclusion chromatography

Up to 2 mL of concentrated PDE samples were loaded onto 12 mL of Sepharose-CL2B (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, USA) columns equilibrated in citrate buffer (phosphate-buffered
saline, PBS/0.32% citrate) and eluted with PBS. Immediately after, up to 20 fractions of approx-
imately 0.5 mL each were collected and keep at -80°C until further use.

Protein concentration

The protein concentration was measured by Bradford assay (10 pL of sample; Bio-Rad labora-
tories, USA) with a standard linear curve based on bovine serum albumin (BSA) (Sigma
Aldrich).

Flow cytometry

Flow cytometry was used to identify fractions containing EV's according to their tetraspanin
content and performed as reported before[16]. Antibodies anti-CD9 (1:10, Clone V]1/20),
anti-CD63 (1:10, Clone TEA 3/18), or polyclonal isotype (1:5000, Abcam (ab37355), Cam-
bridge, UK) were added to samples an incubated at 4°C for 30 min. After two washes, beads
were incubated with FITC-conjugated secondary antibody (SouthernBiotech, Birmingham,
AL) and analysed in a FacsVerse flow cytometer (BD Biosciences, San Jose, CA). Approxi-
mately 10,000 beads/sample were acquired and analysed using the Flow Jo software (Tree Star,
Ashland, OR). In all samples, the top three tetraspanin-containing chromatographic fractions
(those containing EVs) were pooled and used in experiments thereafter.

Sodium dodecyl sulphate-polyacrylamide gel electrophoresis

Protein content profile of EV fractions was determined using sodium dodecyl sulphate-poly-
acrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE). Ten L of each sample were diluted in the same
volume of Laemmli buffer (2x; Bio-Rad) with B-mercaptoethanol (5%; Bio-Rad) and boiled at
95°C for 10 min. Then, 20 pL of the mix were loaded into a gel (Mini-Protean TGX gel; 10%
polyacrylamide; Bio-Rad). Electrophoresis was performed for 1 hour at 150V. Gels were the
stained with SilverQuest (Invitrogen) following the manufacturer’s instructions.

Nanopatrticle tracking analysis

To determine the concentration and size distribution of EVs, nanoparticle tracking analysis
(NTA) was performed in a Nanosight LM10 (Malvern Instruments Ltd, Malvern, UK) with
charge-coupled device (CCD) camera (model F-033) and a 638 nm laser. Data were analysed
with the NTA V3.0 software. Samples were diluted 10- to 40-fold with 0.2 um-filtered PBS to
yield 40 to 120 particles/frame as recommended by the manufacturer. Up to 3 videos of 60 sec-
onds each were recorded for each sample with the camera shutter at 30.02 ms, gain set at 650
and camera level at 16. Blur and Max Jump Distance were set automatically, detection thresh-
old was set to 5.

Cryo-electron microscopy

Ten L of pooled tetraspanin-peak fractions were used for cryoelectron microscopy (cryo-
EM). Each sample was laid on Formvar-Carbon EM grids, frozen and immediately analysed
with Jeol JEM 2011 transmission electron microscope equipped with a 626 Gatan cryoholder
operating at an accelerating voltage of 200 kV. The samples, maintained at -182°C during
imaging, were recorded on a Gatan Ultrascan cooled CCD camera under low electron dose
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conditions to minimize electron bean radiation. The Image] software (NIH) was used to mea-
sure EV's size.

Mass spectrometry analysis

Protein content of PDE-EV-enriched fractions was analysed by liquid chromatography fol-
lowed by mass spectrometry (LC-MS/MS) on a LTQ Orbitrap Velos (Thermo Fisher, Carls-
bad, CA). Samples were reduced with DTT, alkylated with ioidoacetamide and precipitated
with trichloroacetic acid. The samples were then washed with acetone and reconstituted in
urea before an overnight digestion with trypsin.

Proteomic data processing and analysis

Raw data files were analysed with Max Quant software[17] (version 1.5.3.30) against Uniprot
human database (downloaded on December 11, 2015, 70,076 proteins). Parameters set for sin-
gle protein identification include: (i) minimum peptide length of 7; (ii) maximum false discov-
ery rate (FDR) for peptides and proteins of 1%; (iii) minimum peptides per protein of 1 and
minimum unique peptides per protein of 0; (iv) the minimum score for modified peptides was
set to 40; (v) main search error of 4 ppm. In addition, in all searches cysteine carbamidomethy-
lation was established as a fixed modification and methionine oxidation and acetylation of the
N-terminus were established as variable modifications, with a maximum number of modifica-
tions per peptide set to 5. Proteins identified as potential contaminants, those only identified
by site or by a reverse sequence, as well as proteins with less than 2 unique peptides were not
further considered.

Further analyses of proteins were made using the Intensity-Based Absolute Quantification
(iBAQ) values obtained from MaxQuant, and analysed using Perseus software[18] (version
1.5.6.0), InteractiVenn [19] and the EV's specific databases EVpedia [20], Exocarta [21] and
Vesiclepedia [22].

iBAQ values were logarithmized to perform the subsequent analysis such as correlation
plots, hierarchical clustering analysis (HCA), Principal Component Analysis (PCA) and vol-
cano plot. Gene Ontology (GO) terms for biological process and cellular components were
annotated using Perseus. For PCA, data imputation to substitute non-quantified values with
low valid intensities based on normal distribution (down-shift of 1.8 and distribution width of
0.3) was performed. Non-supervised HCA was also done after data imputation. Additional
HCA was performed considering only the 63 "core” proteins shared by all samples, in both
cases after data normalization with z-score and using Euclidean distance in columns and rows.
A volcano plot was used to identify the most significant proteins by plotting fold-change differ-
ence of log2 iBAQ on x axis and -log2 (p-value) on y axis. The two-sided unpaired t-test was
performed with FDR set at 0.05 and s0 at 0.1.

Results
Clinical and epidemiological characteristics of dialysis patients

The study included 9 patients divided in two groups depending on the time on PD: patients
with less than 10 months on PD (Newly-Enrolled Patients or NEPs), and patients on PD for
more than 18 months (Longer-Treated Patients or LTPs). Clinical data are summarized in
Table 1 and detailed per patient in S1 Table. Only 1 patient of the LTP group had type 2 diabe-
tes mellitus, while 3 NEPs and 4 LTPs had hypertension. Regarding the modality of PD, CAPD
was used in all NEPs and in 3 patients LTPs. Two LTPs patients used APD. No statistical dif-
ferences were observed in any of these parameters between both groups.
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Table 1. Basal characteristics of the patients.

n =9 patients

Age (years)
Time on PD (months)
DM (n)

HTA (n)
CAPD/APD (n)
Icodextrin (n)

2Median (rank)

NEPs LTPs P-value®
<10 months >18 months
(n =4 patients) (n =5 patients) |
53.5 (42.0-62.0)* 54.0 (27.0-75.0)* 0.806
7.0 (5.0-10.0)* 24.0(21.0-67.0)* | 0.0001
0 1 | 1.000
3 4 1.000
4/0 3/2 0.444
3 4 1.000

b p-values for quantitative data were calculated using U-Mann-Whitney test while qualitative data of the groups were analysed using Fisher's test.
DM, diabetes mellitus; HTA, hypertension; CAPD, Continuous Ambulatory Peritoneal Dialysis; APD, Automated Peritoneal Dialysis.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0176987.t001

Based on PET results (summarized in Table 2 and detailed in S2 Table), 2 NEP patients
were classified as "medium transport” and the other 2 NEP patients as "high transport". In the
LTP group, 3 patients were classified as "low transport” and 2 patients as "medium transport".
The median 4-hour ultrafiltration was 402 (676-82) mL, and the median of total Kt/V was
2.14 (2.37-1.78). Again, no statistically significant differences were found.

Isolation of PDE-EVs from PD patients

Peritoneal efflux-derived EVs were isolated from patients following a modification of the SEC
method (Fig 1). As shown, PDE samples (500 mL) were cleaned from debris, ultra-filtered
using a 100 kDa ultrafiltration unit, and loaded into SEC columns. Collected fractions contain-
ing higher amount of proteins eluted well-after fraction 10 (Fig 2A). When the same chro-
matographic fractions were analysed for their tetraspanin markers, CD9 and CD63 expression
were found mostly in fractions 6 to 10 (Fig 2A) among the different samples, indicating the
presence of PDE-EVs in those fractions.

Then, NTA analyses of these fractions showed that PDE-EVs had a modal distribution
mainly ranging from 100 to 200 nm (Fig 2B). Regarding particles’ concentration, a faint non-
significant reduction in the number of detected particles was found in LTPs compared to
NEPs (Fig 2C).

Further confirmation of the presence of PDE-EVs in tetraspanin fractions was obtained
using Cryo-EM. Images revealed membrane-limited round shaped vesicles (Fig 2D). All

Table 2. PET characteristics of the patients.

n =9 patients NEPs LTPs P-value ®
<10 months >18 months
(n = 4 patients) (n =5 patients)

D/P creatinine 0.75 (0.64-0.89) 0.56 (0.47-0.75) @ 0.190

D/P urea 0.84 (0.75-0.87) * 0.79 (0.76-0.89) * 1.000

D/D, glucose 0.22 (0.20-0.26) 0.35 (0.24-0.39) @ 0.063

UF 240 min (mL) 310.0 (82.0-482.0) 2 577.0 (116.0-676.0) 0.286

2 Median (rank)

b p-values were calculated using U-Mann-Whitney test

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0176987.t002
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Peritoneal dialysis efflux
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immediately after dialysis l

Filtration of supernatant
0.2 um

v
Centricon plus-70 filter
(100 kDa cut-off)

v
0.8-2 ml of concentrate

= ‘:l Collection of 20 0.5 ml
o fractions

PDE-EVs Characterization
SDS-PAGE
NTA
Cryo-EM
Proteomic analysis

l

Pellet discarded (cells and
debris)

Loading onto SEC column

Fig 1. Schematic representation of peritoneal dialysis efflux sample processing and EV isolation.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0176987.9001
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Fig 2. Characterization of PDE-EVs. PDE concentrated samples were further separated using SEC. Up to
20 fractions were recovered and analysed in each sample. In plot A, fractions were analysed for their protein
content by BCA (black line). Protein concentration from the different EV-enriched fractions was measured by
absorbance at 280nm and calculated using a BSA standard curve. Also, the expression of the EV markers
CD9 (black squares) and CD63 (white circles) was determined by flow cytometry. The dotted line represents
the isotype control. The left axis represents the total protein content (mg/ml) and the right axis shows the
median fluorescence intensity (MF1). For each sample, the three fractions with the highest CD9 and CD63
MF1 were pooled for further analyses. A representative plot from 9 experimentsis shown. Plot B shows a
representative NTA of PDE-EVs (n= 9). Plot C depicts particle concentration determinations, also performed
by NTA analyses, inn =4 NEPs and n =5 LTPs. Finally, pooled PDE-EVs were visualized by cryo-EM (Fig
2D).

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0176987.9002

together these data indicated that PDE-EV's could be obtained from NEPs and LTPs undergo-
ing PD.

Proteomic analysis of PDE-EV fractions

As EVs fractions contain low protein amounts, a preliminary protein content analysis was per-
formed using SDS-PAGE experiments to further characterize the PDE-EVs profile. Different
fractions from one patient were analysed and silver-stained gels revealed the presence of some
bands in fraction 7 (F7, EV-peak fraction), whilst in fractions 11 and 18 (F11, F18, protein frac-
tions) the number and intensity of the bands increased, clearly revealing the presence of bulk
proteins (Fig 3A). When pooled EV fractions from each sample (as detected in Fig 2A) were
analysed, silver stained gels showed clearer bands although still less abundant compared to
protein-containing fractions (Fig 3B, P2 and P3).

Peritoneal efflux-derived EVs obtained from each NEP (n = 4) and each LTP (n = 5) were
further studied to determine their specific peptide profiles using LC-MS/MS. Only proteins
identified by at least 2 unique peptides were considered. Overall, a total of 274 proteins were

PLOS ONE | https://doi.org/10.1371/journal.pone.0176987 May 10, 2017 8/20

-52-



o ®
@ ¥ PLOS | ONE Proteomic analysis of peritoneal dialysis efflux extracellular vesicles

A B

F5 Fi F11 F18 MW P2 P3

170
130

100
70
55

40

35

25

15
10

Fig 3. Protein profiling SEC fractions by SDS-PAGE. (A) Silver staining SDS-PAGE of several SEC fractions, including a pre-tetraspanin fraction (F5),
a high tetraspanin-containing fraction (F7) and non-EV protein proximal (F11) and distal (F18) fractions. In plot B, pooled tetraspanin-rich fractions from
two different experiments (P2 and P3) are shown. Molecular weight markers are also depicted.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0176987.9003

PO k.

identified. Among NEPs samples, a mean of 211 proteins were identified (211+8), from which
73% (154 proteins) were found in all patients (Fig 4A), revealing a high intragroup similarity.
This was further confirmed by multi-scatter plot showing a Pearson Correlation mean “r”
value of 0.76+0.08 (mean+sd) (Fig 4B). Regarding LTPs, a mean of 147 proteins (147+23) were

identified, from which only 43% (63 proteins) were shared among all LTPs (Fig 4C), with a
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Fig 4. Protein analyses from PDE-EVs. Venn diagrams showing overlapping proteins from n=4NEPs (A) andn=5
LTPs (C) are shown. Correlation multi-scatter plots to analyse the correlation within NEPs (B) and LTPs (D) samples.
Pearson Correlation “r" values are labelled on each plot. (E) Venn diagram of the proteins shared by all NEPs
compared to the proteins shared by all LTPs.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0176987.9004
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Pearson Correlation mean “r” value of 0.56£0.20 (Fig 4D). Interestingly, all 63 proteins shared
by LTPs were identified also in all NEPs (Fig 4E). These "core” proteins (listed in Table 3)
included proteins unequivocally related to EVs, such as CD81, Galectin 3-binding protein
(LGALS3BP), Ezrin (EZR) and several members of the Apolipoprotein (APO) and Annexin
(ANXA) families, among others.

To further evidence the differences between both groups, a PCA was performed. Based on
component 1, which accounts for the 52.6% of the variability between the samples, both groups
were segregated based on their time on PD (Fig 6A). The Gene Ontology biological processes
analysis of component 1 revealed that most enriched terms in NEP in comparison to LTP are
those related to the immune system (Fig 6B). Additionally, HCA of the 274 proteins detected
among all samples also clustered most patients based on their time on PD (Fig 6C). Finally, a
volcano plot comparing the protein expression between the two groups evidenced the statisti-
cally significant proteins showing a significantly different level of expression (Fig 6D). These
analyses revealed that up to 67 proteins were significantly overexpressed in NEP than LTP
(p-value <0.05).

In addition, a HCA performed exclusively on the 63 "core" proteins identified in all samples
resulted in the segregation of 8 out of 9 patients based on time in PD, in a very similar way to
the HCA performed with all the proteins (Fig 5).

Discussion

In this study we report, for the first time to our best knowledge, the presence, isolation and
characterization of PDE-EVs from patients on PD.

Peritoneal dialysis is a convenient treatment for end-stage kidney disease patients waiting
for a kidney transplant. Studies have reported better survival rates, quality of life and indepen-
dence of PD patients compared to haemodialysis patients[23,24]. However, during the treat-
ment, fibrotic changes reduce the ultrafiltration capacity of the PM, meaning that many
patients have to discontinue treatment.

Current monitoring of the PM function (the PET), requires patients’ attendance to the dial-
ysis centre, is time-consuming and only shows alterations when the PM is in an advanced state
of fibrosis. Time-delays on identifying PMs’ dysfunction may carry dangerous complications,
and even lead to the death of the patient. Therefore, finding early biomarkers of PM dysfunc-
tion that minimally disturb patients’ daily life may help to overcome these limitations, contrib-
ute keeping functional PMs for longer periods and improve patients’ management. Several
studies have searched for biomarkers in PDE correlating with PM function, detection of fibro-
sis, and/or the failure of the technique (reviewed in[25]). Proteomic studies of mesothelial cell
lines[7] and transcriptome analysis in rats[26] have reported differences between the protein
and miRNA content, respectively, of cells exposed or non-exposed to peritoneal liquids.

It is of current acceptance that information contained in EVs may serve as biomarkers of
pathological situations. Biomarkers for kidney pathology have been described in urine EVs
[12,27], and serum/plasma EV's have been also related to multiple pathologies[28]. It may be
therefore envisaged that PDE-EVs may also provide useful information about the state and
function of the PM. Such information could help the clinician to accommodate the treatment
to enhance the optimal functionalism of the PM.

PDE-EVs were equally identified in all patients from both NEPs and LTPs groups. SEC-iso-
lated vesicles contained in the tetraspanin rich fractions had a size and morphology compatible
with EV, as shown by NTA and cryo-EM analyses. As reported before in urine[29] and plasma
samples[30], our results point to SEC as an efficient technique to isolate EV's also from PDE
samples. Importantly, SEC permits the segregation of EVs from the bulk of proteins found in
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Fig 5. Hierarchical clustering analysis of the 63 “core” proteins. Samples and the 63 proteins shared by
all samples were clustered with HCA associated with a heat map. Names of the codifying genes are shown.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0176987.9005

samples, thus allowing more accurate analyses of the EV-protein content and enabling the
search for minimally expressed proteins. In line, SDS-PAGE results confirmed that EVs were
cleanly separated from other major components of the PDE, and preliminary proteomic analy-
sis of SEC-isolated EV's identified a number of well-defined EV-related proteins. Importantly,
all these results are in accordance with the recommendations of the International Society for
Extracellular Vesicles (ISEV) to identify EVs in a given sample [31], thus validating SEC to iso-
late EV's also from PDE.

Having identified EVs in all samples, and to further explore possible differences in this pilot
study, patients were distributed in two arbitrary groups based on their median time on PD.
Both groups did not show major differences in any of the parameters analysed, nor in the PET
test. However, a slightly (not significant) reduced number of EVs and also a reduced number
of proteins were identified in the PDE-EVs from the LTP group compared to NEPs., It was
also interesting to note that a "core” of proteins were identified in both groups, although show-
ing some differences in their level of expression. These "core” proteins included most proteins
unequivocally related to EVs. Whether these differences may anticipate a possible worsening
of the ultrafiltration capacity of the membrane not detected by PET analyses need further
investigation and validation in a wider cohort of patients.
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A B Name of GOBP Benj. Hoch. FDR
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Fig 6. Proteins analyses from PDE-EVs. (A) Two dimensional scatter plot of Principal Component Analysis (PCA) showing component 1 and 2, which
account for 52.6% and 20.9%, respectively, the variability of all the 274 proteins. NEPs (circles) and LTPs (squares) are separated by component 1. A
dashed line circle indicates grouped NEPs. (B) Table with Gene Ontology biological process enriched terms for component 1 with their corresponding
Benjamini-Hochberg FDR values is shown (all the listed terms have a Benj. Hoch. FDR <0.05). (C) HCA associated with a heat map of the 274 proteins
(rows) and the samples (columns). (D) A volcano plot was performed to determine significantly differentially expressed proteins between groups. Each
circle represents a protein, being statistically significant proteins with this parameters shown as filled circles. Proteins with p-value <0.01 are represented
as bigger filled circles.

https/doi.org/10.1371/journal.pone.0176987.9006
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Since this study has consistently demonstrated that EV's can be isolated from concentrated
PDE, it seems reasonable to think that these EV's could be used as a source of biomarkers. In
addition, the non-invasive origin of the sample and the reduced inconvenience for patients
point to the analysis of PDE-EV's as a next step in the definition of early biomarkers of ultrafil-
tration failure in peritoneal dialysis.

Supporting information

S1 Table. Basal characteristics of the patients.
(DOCX)

$2 Table. Characteristics of each patients’ PET samples analysed.
(DOCX)
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5. Resum global dels resultats

En els dos treballs publicats i que es mostren a la metodologia d’aquesta
tesi s’ha pogut observar, d’una banda i per primera vegada, la possibilitat
d’aillar VEs en I’efluent de dialisi. En el primer estudi es van incloure 9
pacients als quals es va realitzar I’aillament de VEs mitjangant una SEC. En
les fraccions obtingudes, es van poder observar marcadors especifics de
VEs a través de citometria de flux, i es va realitzar llur caracteritzacié
mitjancant analisis per NTA i per cryo-ME. Aquests resultats, ens han
permeés demostrar que la SEC és també una técnica eficient per a I’aillament
de VEs en I’efluent de dialisi peritoneal, tal i com s’havia observat en altres

liquids biologics.

Posteriorment, es va procedir a un estudi on es van incloure 11 pacients
incidents en dialisi peritoneal que van rebre un seguiment des de 1’inici de
dialisi i fins a 24 mesos després. En periodes de 6 mesos, i coincidint amb
la determinaci6 del TEP, es procedia a I’aillament de VEs a través de SEC
i se n’estudiava el seu proteoma a través de LC-MS/MS. Un cop fet el
seguiment, els pacients es van dividir en dos grups en funcié de si havien
presentat canvis 0 no en el tipus de transportador de membrana mesurat per
TEP (grup “Estable” i grup “Inestable”) i es va fer una analisi comparativa
del proteoma entre els dos grups. El grup de pacients estables presentava un
augment de la puntuacié d’enriquiment (enrichment score) de 1’expressio
proteica respecte als inestables als 6, 12 i 18 mesos en I’analisi per
enriquiment a nivell de conjunt de gens (GSEA), aixi com un major nimero
de proteines amb expressio significativament major en I’analisi per volcano
plots. De les proteines més enriquides del grup de pacients estables respecte
als inestables, es van identificar algunes proteines diferenciadores, fins i tot
abans dels canvis observats per TEP, essent I’endoglina una de les més

prometedores.
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Finalment, en els dos treballs, s’ha observat una disminucié de I’expressid
total de proteines en els pacients que feia més temps que rebien tractament

amb dialisi peritoneal.
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6. Resum global de la discussio

En els darrers anys, la dialisi peritoneal ha esdevingut una molt bona opci6
dins del tractament renal substitutiu, sobretot a partir de les millores a la
practica clinica habitual gracies a I’aparici6 de guies cliniques
estandarditzades, a I’aparicio6 de noves solucions de dialisi mes
biocompatibles i lliures de glucosa, i a la possibilitat de realitzar el
tractament dialitic mitjangant 1’as d’una cicladora (APD), que ha permés
una correcta adequacié de dialisi per a tots els tipus de pacients®,
Globalment, hem vist que s’esta produint un creixement anual dels pacients
que reben el tractament renal substitutiu a través d’aquesta técnica, sobretot
per I’augment en paisos com Hong Kong, Tailandia, Xina i els Estats
Units(®). Les avantatges principals respecte a ’hemodialisi assistida, I’altra
tecnica dialitica més estesa, son la preservacio de la dilresi residual i la
millora de la qualitat de vida pel fet de ser una tecnica domiciliaria, aixi

com una reduccié dels costos sanitaris®?,

No obstant aixo, 1’Gs continuat de les solucions de dialisi riques en glucosa,
aixi com els eventuals episodis de peritonitis i d’hemoperitoneu, provoquen
que molts pacients hagin d’abandonar la técnica en detriment de
I’hemodialisi assistida pel deteriorament que es produeix a la membrana
peritoneal, amb el desenvolupament de fibrosi i neovascularitzacio

peritoneal que porta, a la llarga, a una FUF.

El TEP és, a dia d’avui, el métode més estés i més util per avaluar i
monitoritzar la membrana peritoneal dels pacients sotmesos a la técnica i
que permet, entre altres parametres, 1’adequacié del tractament dialitic per
a cada pacient. Malgrat tot, els canvis que s’observen en el TEP sovint son
tardans, un cop ja s’ha establert un deteriorament a la membrana. A més, és
un procediment incomode pel pacient, donat que necessariament s’ha de du
a terme a I’hospital i d’una durada minima de 4 hores, cosa que representa

una situacio paradoxal tenint en compte que una de les avantatges de la

-95-



dialisi peritoneal és que es tracta d’una técnica domiciliaria. El
desenvolupament de noves eines diagnostiques pel monitoratge de la
membrana, doncs, és necessari per tal de continuar avangant en la millora

dels resultats de la técnica.

Darrerament, la recerca en la composicio de les VEs en diversos liquids
biologics, ha obert la porta al seu estudi com a potencials biomarcadors no
invasius de determinats estats patologics®®, pero fins ara no hi havia
constancia que s’haguessin aillat mai en 1’efluent del liquid de dialisi
peritoneal. Aixi doncs, el nostre grup ha estat pioner en el desenvolupament

d’aquesta tecnica.

Els treballs exposats a ’apartat de resultats d’aquesta tesi demostren, per
una banda, que és possible I’aillament de VEs de ’efluent de dialisi, i que
aquest es pot du a terme mitjancant una SEC, un métode que previament ja
havia demostrat la seva utilitat en 1’aillament de VEs en orina i en plasma,
aportant algunes avantatges respecte d’altres métodes com la seva rapidesa,
cost-efectivitat i reproductibilitat®®. A més, la SEC permet du a terme
aquest aillament malgrat la presencia d’altres proteines presents amb més
quantitat a la mostra analitzada, i que podrien actuar com a contaminants.
En les fraccions riques de tetraspanines (identificades per citometria de
flux), la visualitzacio per ME d’estructures compatibles amb VESs, ’analisi
de la distribucié de mida per NTA i la determinacid de proteines
relacionades amb VEs per ’analisi proteomica posterior, ens permeten
afirmar que la SEC és un métode adequat per a 1’aillament de VEs en
I’efluent de dialisi, d’acord amb les recomanacions de la ISEV
(International Society for Extracellular Vesicles)®V. Posteriorment, el grup
de Pearson LJ et al.®? va demostrar també la possibilitat d’aillament de VEs

de I’efluent per SEC, donant consisténcia als resultats obtinguts.

Una de les consideracions que cal tenir en compte en el moment de I’analisi
dels resultats, es determinar si veritablement 1’origen de les VEs prove de

la propia membrana peritoneal, en resposta a 1’agressié que suposen les
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solucions de dialisi quan hi estan en contacte i durant el propi
desenvolupament del deteriorament de la membrana, o bé a traves de la seva
difusi6 des del plasma a I’efluent de dialisi a través dels capil-lars
peritoneals. Actualment, la resposta és incerta pero es pot hipotetitzar que,
almenys en part, les VEs provenen de la membrana peritoneal donat que
experiments recents demostren la presencia de mesotelina, una proteina
expressada normalment al mesoteli, a la superficie de VEs aillades de

I’efluent de dialisi®364),

En D’analisi de la proteomica, s’han identificat un numero similar de
proteines en els dos estudis presentats (274 i 382 proteines). Hem observat,
també en els dos estudis, que hi ha una disminucié de I’expressio total de
proteines en aquell grup de pacients que han estat sotmesos a un major
temps en dialisi. En una analisi més detallada, s’observa també que la
variabilitat en 1’expressido proteica del grup de pacients NEP (Newly-
Enrolled Patients) és menor que en el grup de pacients LTP (Long-Treated
Patients) i que totes les proteines identificades en el grup de LTP, eren
presents també en el grup de NEP. Tot i que el nimero total de pacients
estudiats és reduit i caldria validar els resultats en una mostra
indubtablement més gran, la perdua d’un determinat grup de proteines
podria relacionar-se amb la pérdua de la capacitat d’ultrafiltracié que
presenten els pacients al llarg del temps de la técnica. D’altra banda, en
I’analisi per enriquiment a nivell de conjunt de gens (GSEA), s’ha pogut
observar també una major puntuaci6 d’enriquiment (enrichment score) als
6, 12 i als 18 mesos de tractament dialitic en els pacients que presentaven
un transport estable mesurat per TEP, respecte als que presentaven un
transport inestable, mostrant aixi una tendencia semblant de major
puntuacio d’enriquiment en aquells pacients amb una major preservacio de
la membrana peritoneal. El més destacable, és que aquesta major puntuacio
d’enriquiment en els pacients que es mantenen estables, es comenca a
observar mesos abans que els canvis de transport que s’observen a traveés

del TEP, de manera que els canvis en l’expressié proteica permeten
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identificar aquells pacients que, a la llarga, desenvoluparan un canvi en el

transport de membrana.

Cal tenir present que les tecniques de proteomica son costoses per la seva
complexitat tecnologica a 1’hora de desenvolupar-les i per la interpretacio
dels resultats que s’obtenen, perd permeten dibuixar un esbos geneéric del
contingut proteic de les VEs en I’efluent de dialisi. Aquesta complexitat, fa
que sigui dificil la seva aplicabilitat directa a la practica clinica habitual,
pero permeten identificar proteines que posteriorment poden ser candidates

a ser estudiades amb més profunditat.

Entre elles, hem pogut identificar-ne algunes que podrien esdevenir
potencials biomarcadors precogos del deteriorament de la membrana. Una
de les més interessants és 1’endoglina, la qual ha estat identificada com una
de les proteines significativament més enriquides en el grup de pacients
estables, tant en el periode de 6 mesos de tractament dialitic, com en el
periode de 12 mesos, aixi com també als 24 mesos (encara gque en aquest
darrer sense arribar a la significacio estadistica, i tenint en compte que
s’havien perdut pacients en la mostra). L’area sota la corba ROC (Receiver
Operating Characteristic) ha esdevingut de 1 i de 0.929 en els 6 i 12 mesos
respectivament, cosa que fa que sigui un marcador a tenir en compte en
recerques futures, especialment pel fet que forma part del complex del
receptor TGF-B®®, la regulacié del qual s’ha vist implicada en estats
profibrotics de la membrana peritoneal®®”) També s’han observat un
augment en I’enriquiment d’altres proteines relacionades amb 1’esmentat
complex del TGF-B, com el THY-1%®), el kininogen-1®% i el biglycan,
aquest darrer relacionat préviament en la regulacio del dany tissular

mesotelial ("9,

Globalment, els resultats obtinguts ens permeten afirmar que és possible
preveure aquells pacients que potencialment presentaran una FUF,
mitjancant una determinada empremta proteica. Fins ara, el procediment

actual pel monitoratge d’aquests pacients, el TEP, ens permet obtenir
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aquesta informacié de forma tardana, de manera que moltes vegades
s’identifiqguen un cop comencen a presentar signes i simptomes de FUF.
Preveure aquells pacients amb deteriorament de la membrana, permet
I’optimitzaci6 i individualitzacié de la técnica, amb 1’is de prescripcions
menys lesives, un monitoratge més estret per evitar la sobrecarrega hidrica
que, amb més frequéncia, poden experimentar aquests pacients i que
s’associa a un augment de la mortalitat(? i, a la llarga, una transferéncia a

I’hemodialisi de forma programada i no traumatica.

D’altra banda, la comoditat d’obtencié de la mostra per part del propi
pacient, el fet de ser un procediment no invasiu i la informacio preco¢ que
pot permetre obtenir, converteixen I’analisi del proteoma de 1’efluent de
dialisi en un procediment amb avantatges evidents respecte a 1’actual TEP.
A més, la recerca de biomarcadors permet una millor comprensié dels
processos biologics que s’esdevenen a la membrana peritoneal,

imprescindibles per a la millora continua de la supervivéncia de la técnica.

No obstant aix0, una de les principals limitacions dels treballs mostrats és
el reduit nombre de pacients analitzats, que fa que sigui necessaria la
validacio dels resultats obtinguts en un grup més nombros de pacients. Es
per aixo que cal ser especialment curosos amb els potencials biomarcadors
esmentats, i tenir-los en consideracio en futurs experiments. El disseny
d’aquests estudis ¢€s costos, pel fet que cal un seguiment durant un nombre
elevat de mesos i pel fet que el deteriorament de la membrana no és 1’tnic
motiu d’abandonament de la técnica, de manera que el nimero de pacients
analitzats ha de ser elevat. Aquest escenari, com en molts d’altres en la
recerca biomedica, fa que sigui imprescindible la col-laboracio de diferents
unitats de dialisi peritoneal. En aquest sentit, iniciatives com la PDOPPS
(Peritoneal Dialysis Outcomes and Practice Patterns), que ha permes
diversos estudis per a la millora de la qualitat de vida i de la técnica,

agrupant mes de 7000 pacients de fins a 7 paisos diferents, serveixen com a
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5. Conclusions

1. La SEC és un metode Ttil, fiable i rapid que permet 1’aillament de

VEs en ’efluent de dialisi peritoneal.

2. El temps de tractament en dialisi peritoneal provoca una disminucié
quantitativa de les proteines aillades de les VEs en I’efluent de
dialisi. Malgrat la pérdua de proteines, els pacients que porten més
temps en dialisi, comparteixen un grup comu d’expressio proteica

respecte aquells que fa menys temps que han iniciat la técnica.

3. Els pacients que evolucionen amb un canvi del tipus de transportador
de la membrana, presenten una menor puntuacié d’enriquiment
proteic en I’analisi per GSEA en I’efluent del liquid de dialisi.
Aguesta disminucid, es pot observar abans que es facin evidents els

canvis mesurats a través del TEP.

4. L’endoglina, juntament amb altres proteines relacionades amb el
complex del receptor TGF-B, pot esdevenir part d’'una empremta
peptidica atil com a biomarcador preco¢ del deteriorament de la

membrana peritoneal.
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6. Linies de futur

De les consideracions generades d’aquesta tesi, podem establir diferents

linies de futur:

Per una banda, el nostre grup de recerca ha elaborat un projecte FIS
coordinat amb la unitat de dialisi peritoneal de 1’Hospital de Bellvitge,
actualment pendent de resolucio. EI nostre objectiu, és la validacio dels
resultats mostrats en aquesta tesi, a través d’un nou estudi prospectiu de
pacients incidents en dialisi peritoneal, fent emfasi en els potencials
biomarcadors, augmentant el nimero de pacients gracies a la col-laboracio6
de diferents unitats de dialisi de Catalunya . La validacio de biomarcadors
a través de 1’analisi proteomica de les VEs de I’efluent, permetria llur
deteccio amb metodes meés senzills, economics i reproduibles en la practica
clinica habitual, com per exemple mitjancant una tecnica ELISA (Enzyme-

Linked Immunoabsorbent Assay).

D’altra banda, en els propers anys, la comprensid dels processos biologics
que s’esdevenen en el deteriorament de la membrana peritoneal, pot
experimentar una millora substancial amb 1’Us i validacio de les técniques
omiques aplicades a I’efluent, que poden afavorir la recerca de noves
solucions de dialisi, per tal d’assegurar una menor agressivitat per la
integritat de la membrana peritoneal. Las de solucions amb capacitat
osmotica pero lliures de glucosa és, a dia d’avui, un dels aspectes més

necessaris per a la millora continua de la supervivéncia de la técnica.
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