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DESCRIPCION
Fluido de didlisis peritoneal basado en carbohidratos que comprende residuo de glutamina.
La presente invencion se refiere a un fluido de didlisis peritoneal (en lo sucesivo también llamado "FDP").

Los fluidos de didlisis peritoneal retiran solutos y agua del paciente urémico. Mediante varias observaciones clinicas
y experimentales se ha mostrado que el FDP es citotéxico, asociado con un riesgo de fallo técnico de hasta el 30 %
con tratamiento de dialisis peritoneal (DP) (6) a largo plazo. Por lo tanto, el tratamiento de DP prolongado da como
resultado frecuentemente dafios crénicos graves en la integridad de la membrana peritoneal. La bioincompatibilidad
del FDP vy la inflamacién peritoneal se consideran las principales culpables. La exposicion al FDP dificulta el
metabolismo celular peritoneal, reduce la proliferacién e incrementa la muerte celular, asi como altera la
organizacion del citoesqueleto y la sefializacién celular, incluyendo la regulacién de la diferenciacién y la inflamacion.
Lo anterior tiene como resultado procedimientos curativos aberrantes, transdiferenciacion epitelial-mesenquimal,
neoangiogénesis, fibrosis y esclerosis crénica de la membrana peritoneal (7). El analisis de muestras de biopsia
peritoneal secuenciales de pacientes en DP revel6 alteraciones estructurales dafiinas. En casos graves, las células
mesoteliales se desprenden, el peritoneo se queda al descubierto y se cubre con una capa amorfa gruesa de tejido
conjuntivo. Estos cambios morfolégicos dan como resultado una alteracién grave de la funcién barrera del peritoneo
como una membrana de didlisis semipermeable. Hasta un tercio de los pacientes adultos en DP sufriran fallos
técnicos durante el curso del tratamiento debido al fallo de la membrana peritoneal (6).

Por tanto, la investigacion presente actual tiene como objetivo incrementar la biocompatibilidad del FDP vy, por
consiguiente, reducir el dafio en las células mesoteliales durante la DP. De hecho, en varios estudios experimentales
y clinicos in vitro e in vivo (7,10) se ha demostrado que las nuevas y mejoradas formulaciones son menos toxicas.
Se ha demostrado que la adicion del antioxidante/secuestrante carnosina (un dipéptido de B-alanil-L-histidina), o
glutatién (gamma-glutamil-L-cisteinil-glicina) y de compuestos relacionados (tales como el profdrmaco de la cisteina
L-2-oxotiazolidina-4-carboxilato) tiene una influencia positiva sobre la biocompatibilidad del FDP y que reduce de
forma pasiva el impacto perjudicial de los productos de degradacion de la glucosa en la DP (20-22).

Sin embargo, el principal principio de trabajo del FDP es la eliminacion de solutos y agua del paciente urémico
debido a su hipertonicidad. Por tanto, es probable que el FDP nunca represente un fluido fisiolégicamente inerte o
completamente biocompatible y la carga y el drenaje repetidos hacia y desde la cavidad abdominal retendra siempre
alguna citotoxicidad.

Las desventajas mencionadas en lo que antecede se aplican especialmente al FDP basado en carbohidratos. En el
FDP "basado en carbohidratos” el técnico experto entiende un fluido de analisis peritoneal basado en glucosa o en
oligdbmeros de glucosa y polimeros de glucosa como agente osmatico. En la presente invencion preferentemente se
usan FDP basados en glucosa y pueden contener tipicamente desde 10 hasta 45 g/l de glucosa (véase el
documento EP 1 166 787). Ejemplos adicionales de FDP basados en carbohidratos se divulgan en los documentos
WO 82/03773 Al, US 4.976.683 A, WO 01/02004 Al, US 2003/0232093 Al, EP 1 369,432 A2, KR 2001/008659, WO
94/14468 Al, WO 99/01144 Al, US 6.077.836 A, WO 95/19778 Al, US 2005/0074485 Al, EP 0 207 676 A2, EP 1
563 858 A1y WO 93/14796.

Recientemente, se demostré que la citotoxicidad de, especialmente, el FDP basado en glucosa no solamente da
como resultado dafio celular, sino que activa también una maquinaria enddgena hallada en cada célula, las
proteinas del choque térmico (HSP) en células mesoteliales en modelos in vitro, ex vivo e in vivo de DP (1-4,16).
Mientras que los estudios anteriores se centraron en regulacion por aumento de las HSP como marcadores de
biocompatibilidad del FDP, los datos mas recientes han puesto de manifiesto que las HSP protegen células durante
la DP experimental (3,5,9).

La sobreexpresion de las HSP dio como resultado la supervivencia de una exposicion a FDP usualmente letal en el
modelo in vitro de DP y evitd que las células mesoteliales se desprendieran de su revestimiento peritoneal en el
modelo in vivo de DP (5,9).

Sin embargo, ninguno de los protocolos usados para inducir sobreexpresion de HSP, tales como hipertermia o
transfeccién transitoria, son aproximaciones atractivas en el &mbito clinico de la DP.

Es un objeto de la presente invencion proporcionar un fluido de dialisis peritoneal basado en carbohidratos que tiene
menos citotoxicidad que los productos conocidos anteriormente. Especialmente, es un objeto de la presente
invencion proporcionar un fluido de dialisis peritoneal basado en carbohidratos que inhiba el fallo técnico en un
paciente en tratamiento de DP optimizando de forma activa las respuestas celulares al estrés patofisiolégico tras la
exposicion al FDP.

La expresion "fallo técnico" es bien conocida por el técnico experto y quiere decir la necesidad de terminar la didlisis
peritoneal y de alternar terapias de reemplazo renal tal como la hemodialisis (6). Especialmente, la inhibicién del fallo
técnico incluye etapas para evitar el fallo de la membrana peritoneal y para atenuar la alteracion de la funcién de
barrera y de prevenir el desprendimiento de las células mesoteliales.
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Este objeto se resuelve mediante un fluido de dialisis peritoneal basado en glucosa que contiene un compuesto
seleccionado del grupo que consiste en

- L-glutamina,

- un dipéptido capaz de liberar L-glutamina, en forma libre, seleccionado preferentemente del grupo que consiste en
glutaminil-glicina, glicinil-glutamina, glutaminil-alanina y alanil-glutamina

- un oligopéptido que consiste en de dos a siete residuos de L-glutamina y

- mezclas de los mismos.

Adicionalmente, este objeto se resuelve mediante un compuesto seleccionado del grupo que consiste en
- L-glutamina,

- un dipéptido capaz de liberar L-glutamina en forma libre, preferentemente seleccionado del grupo que consiste en
glutaminil-glicina, glicinil-glutamina, glutaminil-alanina y alanil-glutamina

- un oligopéptido que consiste en de dos a siete residuos de L-glutamina y

- mezclas de los mismos

para el uso especifico de prevencion de fallo de la membrana peritoneal, atenuacion de la alteracion de la funcion de
barrera y prevencion del desprendimiento de las células mesoteliales en un tratamiento de dialisis peritoneal con un
fluido de dialisis peritoneal basado en glucosa.

El objeto de la presente invencién se resuelve también mediante un fluido de dialisis peritoneal basado en glucosa
gue comprende un compuesto seleccionado del grupo que consiste en

- L-glutamina,

- un dipéptido capaz de liberar L-glutamina, en forma libre, preferentemente seleccionado del grupo que consiste en
glutaminil-glicina, glicinil-glutamina, glutaminil-alanina y alanil-glutamina

- un oligopéptido que consiste en de dos a siete residuos de L-glutamina 'y

- mezclas de los mismos

para el uso especifico de prevencion de fallo de la membrana peritoneal, atenuacion de la alteracion de la funcion de
barrera y prevencion de desprendimiento de las células mesoteliales.

Sorprendentemente se ha encontrado que la glutamina induce expresién de HSP en células mesoteliales. Ademas,
se ha encontrado que un fluido de didlisis basado en glucosa que contiene L-glutamina, o un dipéptido capaz de
liberar L-glutamina en forma libre, tal como glutaminil-alanina y alanil-glutamina, tiene una citotoxicidad méas baja que
los productos conocidos anteriormente. El uso de dipéptidos que contienen L-glutamina tales como glutaminil-glicina
y glicinil-glutamina como precursores de glutamina también es ventajoso.

La glutamina es no toxica y anteriormente se ha comunicado que participa en la citoproteccién incrementando
expresion de HSP (14,18). In vitro, las dosis farmacologicas de glutamina dieron como resultado mayor unién a ADN
de HSF-1 a su promotor, de forma similar a como se ha descrito para la indometacina y otros AINE (11,12). Como
alternativa, se ha demostrado que los suplementos con glutamina dan como resultado estabilizacion del ANRm de
HSP-72 en condiciones de estrés, incrementando por lo tanto la expresion de HSP (8). Sin embargo, el uso de
glutamina para potenciar la expresion de HSP en células mesoteliales cuando se expusieron al FDP no se ha
propuesto aun.

De acuerdo con la presente invencion, la L-glutamina se puede usar en su forma monomérica y/o en forma de un
dipéptido capaz de liberar L-glutamina en forma libre. Se sabe que la administracion de aminoacidos a mamiferos se
tolera mejor si se administran en forma de un di- o tripéptido. Especialmente, la glutamina es poco soluble en
soluciones acuosas y es un aminoacido relativamente inestable y, por tanto, se usa preferentemente en el ambito
clinico como un dipéptido que consiste en glutamina y otro aminoéacido, preferentemente alanina y glicina (23). Los
dipéptidos que contienen L-glutamina como un componente se divulgan en, por ejemplo, el documento US
5.189.016.

Preferentemente, dicho dipéptido se selecciona a partir del grupo que consiste en alanil-glutamina, glutaminil-
alanina, glutaminil-glicina y glicinil-glutamina.
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En una realizaciéon preferida, el FDP de acuerdo con la presente invenciéon contiene dicho compuesto en una
cantidad suficiente para potenciar la expresién de la proteina del choque térmico (HSP) en células mesoteliales.

La concentracion de dicho compuesto, especialmente de L-glutamina, en el fluido puede variar desde 2 mM hasta 25
mM.

El fluido de dialisis peritoneal de acuerdo con la presente invencién se puede producir mediante un procedimiento
gue comprende la etapa de mezclar el compuesto (es decir, L-glutamina en forma monomérica o como un
componente de un oligopéptido como se ha definido anteriormente) con un fluido de dialisis peritoneal basado en
glucosa. El fluido de dialisis peritoneal basado en glucosa usado para fabricar el FDP de acuerdo con la invencién
puede ser un producto estandar como esta actualmente disponible comercialmente.

Preferentemente, el compuesto se mezcla con el fluido de dialisis peritoneal basado en glucosa en una cantidad
suficiente para potenciar la expresion de la proteina del choque térmico (HSP) en células mesoteliales.

Adicionalmente, la presente invencion se refiere al uso de compuesto seleccionado del grupo que consiste en
- L-glutamina,

- un dipéptido capaz de liberar L-glutamina, en forma libre, preferentemente seleccionado del grupo que consiste en
glutaminil-glicina, glicinil-glutamina, glutaminil-alanina y alanil-glutamina

- un oligopéptido que consiste en de dos a siete residuos de L-glutamina 'y

- mezclas de los mismos
para la preparacion de un fluido de didlisis peritoneal basado en glucosa para inhibir el fallo técnico.

La presente invencion se explica con mas detalle a continuacion en base a los ejemplos y figuras que ejemplifican
realizaciones preferidas de la invencién.

A este respecto, las Figuras 1 y 2 muestran los efectos de la exposicidon a L-glutamina en células mesoteliales
humanas cultivadas. La viabilidad se valor6 mediante la liberacion de LDH (Figura 1) y la expresion de HSP-72
(Figura 2) después de exposicion a dosis crecientes de glutamina (GLN) en condiciones de control. La adicion de L-
glutamina hasta 20 mM dio como resultado una viabilidad sin cambios. La expresién de HSP-72 se potencid a una
concentracion de glutamina de 8 y 10 mM. Los datos son representativos de 3 experimentos independientes.

Las Figuras 3 y 4 muestran el efecto de la L-glutamina durante la exposicion al FDP en células mesoteliales
humanas cultivadas. La viabilidad se valor6 mediante liberacion de LDH (Figura 3) y expresion de HSP-72 (Figura 4)
después de la exposicion al FDP con o sin glutamina afadida (GLN) durante 120 minutos. Los datos se muestran
como diagrama de distribucion de datos en cajas (25° y 75°), de bigotes (percentiles 10 y 90) y de medianas. La
adicion de L-glutamina dio como resultado una viabilidad significativamente conservada y expresion de HSP-72
incrementada. Los datos se obtuvieron a partir de 6 experimentos, las estadisticas detalladas se dan en la seccion
de resultados.

Las figuras 5 y 6 muestran los efectos de la manipulaciéon farmacolégica de la expresion de HSP-72 sobre el
desprendimiento de las células mesoteliales y la pérdida de proteinas peritoneales en el modelo de rata de didlisis
peritoneal. Se investigd la expresion de HSP-72 en células mesoteliales de rata recogidas mediante lavado
peritoneal con tripsina después de un tiempo de permanencia de 4 horas bien con FDP estandar (FDP) o bien con
FDP con L-glutamina afiadida (GLN-FDP). La adicion de L-glutamina dio como resultado expresion de HSP-72
potenciada.

El desprendimiento de células mesoteliales (Figura 5) y la pérdida de proteinas peritoneales (Figura 6) se muestran
como diagramas de distribucion de datos de cajas (25 y 75), de bigotes (percentiles 10 y 90) y de medianas. La
adicion de L-glutamina al FDP se asoci6é con recuentos de células mesoteliales (CM) significativamente menores y
menor pérdida de proteinas en el efluato dializado. Los datos se obtuvieron en 6 ratas en cada grupo en 3
experimentos independientes.

Material y procedimientos
Modelo in vitro de DP (adaptado de referencia N° 5)

Se cultivaron células mesoteliales humanas inmortalizadas (Met5A, ATCC CRL-9444) en medio M199/MCDB 105
(1:1) suplementado con 100 unidades/ml de penicilina, 100 pg/ml de estreptomicina y FCS al 10 %. Los cultivos se
mantuvieron en matraces de cultivo tisular de 75 cm? (Falcon, Becton Dickinson, Oxnard, California) a 37 °C en CO»
al 5 % y se sometieron a tripsinizacion regular. El medio se cambi6 cada dos a tres dias. De media, se alcanzé la
confluencia después de 6 a 7 dias.
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Los cultivos confluyentes se expusieron después durante 120 minutos al FDP de mondmero de glucosa estandar y
al FDP basado en lactato acido (Fresenius 2, Bad Homburg, Alemania), que contiene dextrosa anhidra al 1,5 % a pH
5,5, con o sin adicién de compuesto citoprotector (glutamina a 4 a 20 mM) y se dejaron recuperar en medio de
crecimiento regular durante 16 horas. Los cultivos control se mantuvieron en medios de cultivo regulares a 37 °C y
se sometieron a "cambios de medios simulados”, es decir, a la vez que expusieron a FDP se expusieron al medio de
control.

La viabilidad de las células se valor6 mediante analisis con lactato deshidrogenasa (LDH). Después de la
configuracion experimental descrita se extrajeron alicuotas de cincuenta [l de sobrenadantes y se mantuvieron a 4
°C hasta que se analizaron en 48 horas. Se llevaron a cabo medidas por duplicado con el kit Sigma TOX-7 LDH de
acuerdo con las instrucciones del fabricante. Se calcul6 el flujo de salida de LDH como el porcentaje de valores LDH
medidos en cada experimento de control negativo. La induccion de HSP se valord en cultivos paralelos como se
describe mas adelante.

Modelo de rata aguda in vivo de DP (adaptado a partir de la referencia N° 9):

Los estudios se llevaron a cabo en ratas Sprage Dawley endogadmicas macho adultas (peso promedio 310 g).
Después de la introduccion de la anestesia (100 mg/kg de ketamina y 5 mg/kg de xilazina, por via intramuscular), los
animales se colocaron en una camilla térmica de operaciones para animales pequefios. Se insertd un catéter estéril
dentro de la cavidad peritoneal a través de una incisiéon en la linea media abdominal pequefia y se infundieron
lentamente 35 ml de fluido de prueba (FDP con o sin adicién de L-glutamina a 4-10 mM) en 45-60 segundos. Se
movié al animal con cuidado, se aspir6 un volumen pequefio de fluido peritoneal, se retir6 el catéter y se suturo el
abdomen. Los animales despertaron unos 20 minutos después del procedimiento y tuvieron acceso libre a comida y
agua corriente. A las 4 horas de la inyeccion intraperitoneal se anestesio de nuevo a los animales, se aspiré otro
volumen pequefio de fluido peritoneal y se sacrificd a los animales mediante puncién cardiaca y exanguinaciones.
Después, se abrid el abdomen mediante incision en la linea media y suavemente se recogio el fluido intraperitoneal
completo. Se registraron los volumenes de los fluidos recogidos y el recuento de células totales y los recuentos
diferenciales de los dos puntos temporales (0 y 4 horas) se valoraron mediante recuento manual después de tincién
con giemsa y recuento automatico mediante un contador Coulter. Después se calcul6 el nimero total de células
mesoteliales desprendidas para cada rata. En animales seleccionados, las células endoteliales que recubren la
cavidad peritoneal se recogieron tras el tiempo de permanencia de 4 horas mediante lavado peritoneal con 20 ml de
solucion salina tamponada con fosfato (PBS) que contiene tripsina al 0,1 % y EDTA al 0,1 % durante 20 minutos.

Para analizar la funcién de barrera de la membrana peritoneal se midieron los niveles de creatinina, glucosa y la
proteina total en muestras de dializado (D) y creatinina en plasma (P) al final del protocolo. Se calcularon las
proporciones D/P para creatinina y las proporciones D/DO0 para glucosa. Se calcul6 la pérdida peritoneal de proteina
como la concentracion de dializado final x volumen final.

Todos los animales recibieron cuidados humanitarios cumpliendo con los principios de cuidados animales de
laboratorio segun lo preparado por la Academia Nacional de Ciencias y segun publicaron los Institutos Nacionales de
Salud.

Deteccion de HSP-72 y estadistica:

Transferencia de tipo Western: el contenido en proteinas de la recoleccion de células mesoteliales se determiné
mediante ensayo de Bradford (BioRad) y se separaron cantidades iguales de muestras proteicas (5 pg/carril)
mediante SDS-PAGE estandar usando una unidad de Pharmacia Multiphore Il. Las proteinas separadas en
fracciones por tamafio se transfirieron a membranas de PVDF por transferencia semiseca en una unidad de
Pharmacia Multiphore Il Novablot. Las membranas se bloguearon en leche en polvo al 5 % en TBS-Tween (Tris 10
mM, NaCl 150 mM, Tween 20 al 0,05 %, pH 8,0). Las membranas se incubaron con el anticuerpo HSP-72 (SPA
810, Stressgen, B.C., Canadd). La deteccion se llevo a cabo mediante incubacion con anticuerpos secundarios,
acoplados a peroxidasa (Sigma, EE.UU.) y quimioluminiscencia potenciada (ECL) usando sistema y protocolos de
andlisis de tipo Western de ECL (Renaissance, N EN-Life Science Products, Boston, MA, EE.UU.). La densitometria
se llevé a cabo con software de analisis de imagen (software Molecular Analyst, Bio-Rad, EE.UU.). La expresion
diferencial de HSP-72 se derivd de la proporcion de sefiales especificas en el intervalo lineal de la relacion de
proteina/intensidad de sefial, se normalizé con un patrén interno y se comparé entre experimentos paralelos.

Analisis estadistico: Se compararon los efectos de tratamientos (+/- exposicion a FDP, +/- adicién de aditivo
citoprotector (L-glutamina)) mediante ANOVA multifactorial en los experimentos in vitro. En los experimentos in vivo,
los efectos de la exposicién al FDP con adicion de glutamina frente a sin adicion de glutamina se compararon
usando la prueba U de Mann-Whitney (Statview IV, Abacus, EE.UU.). Se considera que las diferencias son
significativas dada una p < 0,05. Los datos se expresaron como la media +/- SD.

Resultados
Efecto citoprotector de la L-glutamina

Los experimentos in vitro demostraron citoproteccion mediada por HSP en células mesoteliales tras la adicion de L-
5
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glutamina al FDP.

Las figuras 1 y 2 demuestran los efectos de la exposicién a dosis crecientes de L-glutamina en células mesoteliales
humanas cultivadas en condiciones de control. La adicion de L-glutamina hasta 20 mM dio como resultado una
viabilidad sin cambios, los niveles de 8 y 10 mM se asociaron con expresion de HSP-72 incrementada.

Los efectos de la L-glutamina durante exposicion a FDP estandar en células mesoteliales humanas cultivadas se
muestran en las figuras 3 y 4. La adicién de L-glutamina al FDP dio como resultado una viabilidad conservada y
expresion de HSP-72 incrementada. La liberacion de LDH se increment6 desde 100 +/- 3 % en condiciones control
hasta 226 +/- 29 % durante la exposicion al FDP sin agente citoprotector frente a 91+/- 7 a 190 +/- 19 % durante la
exposiciéon al FDP con L-glutamina afiadida (Figura 3). EI ANOVA multifactorial demostré que los efectos de la
exposicion al FDP vy los efectos de la adicion de L-glutamina fueron ambos significativos (p = 0,0001 y p = 0,001).
Estos efectos fueron interdependientes, es decir los efectos (citoprotectores) de la L-glutamina fueron
significativamente mas altos durante la exposicion al FDP (citotoxico) (p = 0,037).

La expresion de HSP-72 se incrementd desde 100 +/- 43 % en condiciones control hasta 423 +/- 661 % durante la
exposicion al FDP sin agente citoprotector frente a 234 +/- 221 a 1895 +/- 1928 durante la exposicion al FDP con L-
glutamina afiadida (Figura 4). De nuevo, el ANOVA multifactorial demostré que los efectos de la exposicion al FDP y
los efectos de la adicion de L-glutamina fueron ambos significativos (p = 0,003 y p = 0,023). Ademas, estos efectos
fueron interdependientes, es decir los efectos (que co-inducen HSP) de la L-glutamina fueron significativamente mas
altos durante la exposicion al FDP (p = 0,011).

Para confirmar el papel biolégico de citoproteccion farmacéutica mediada por HSP en la DP, se valoraron los efectos
de potenciar expresion de HSP-72 mediante FDP suplementado con L-glutamina en el desprendimiento de células
mesoteliales a partir de su monocapa peritoneal en el modelo de rata de DP. Como se muestra en las figuras 5y 6,
el uso de este FDP citoprotector dio como resultado sobreexpresién de HSP- 72 y desprendimiento de células
mesoteliales significativamente reducido tras exposicién al FDP in vivo durante un tiempo de permanencia de 4
horas (93 +/- 39 células frente a 38 +/- 38 células, p = 0,044; figura 5). La adicion de L-glutamina al FDP se asocio
también con pérdida de proteinas disminuida dentro del efluato dializado (75 +/- 7 mg frente a 65 +/- 4 mg, p = 0,045;
figura 6). La suplementacion de L-glutamina no produjo ningun efecto sobre la ultrafiltracion neta (6,8 +/- 1,1 ml
frente a 5,4 +/- 2,7 ml), creatinina D/P (0,414 +/- 0,08 frente a 0,375 +/- 0,11) o glucosa D/Do (0,473 +/- 0,02 frente a
0,469 +/- 0,04).

De acuerdo con los ejemplos anteriores, en un modelo in vitro de DP, la adicién de L-glutamina dio como resultado
una marcada sobreexpresion de HSP y mejor supervivencia de las células mesoteliales durante la exposicién al
FDP.

Por tanto, estos hallazgos in vitro vinculan la expresion de HSP y el resultado celular en células mesoteliales y
respaldan claramente el concepto de que un aditivo farmacéutico puede inducir citoproteccion mediada por HSP
frente a la exposicion al FDP.

En la parte final de este estudio, la expresion de HSP en el modelo de rata de DP se manipul6 afiadiendo la L-
glutamina co-inductora al FDP. Como se espera de los resultados in vitro, la suplementacion de L-glutamina
potencio la expresion de HSP en células mesoteliales durante la exposicién in vivo. De forma consistente con el
concepto de citoproteccion mediada por HSP, la adicion de L-glutamina al FDP también dio como resultado un
numero menor de células mesoteliales desprendidas. Se encontrd evidencia de una alteracién de la funcion de
barrera atenuada, coherente con la estabilizacién de la monocapa mesotelial peritoneal, como se demuestra con el
menor contenido de proteinas en el efluente de la DP en las ratas tratadas. Por tanto, los experimentos in vivo
extienden los hallazgos anteriores tras pretratamiento por calor a un modelo de intervencién farmacolégica mas
factible (9).

También se describen relaciones entre la expresién incrementada de HSP y el resultado mejorado en modelos de
supervivencia animal de sepsis e hipertermia tras suplementacion de glutamina (17). En un pequefio ensayo
controlado aleatorizado en seres humanos con pacientes de la UCI, hubo también una correlacion significativa entre
los incrementos en suero de HSP-70 y la reduccién de la duracion de la estancia en la UCI tras suplementacion con
glutamina durante la nutricion parenteral (19). Por ultimo, se ha observado que los pacientes con enfermedad critica
sufren con frecuencia deplecién de glutamina, lo que respalda el potencial de la suplementacién de glutamina en esa
poblacién (13).

Efecto citoprotector de un dipéptido capaz de liberar L-glutamina en forma libre.

El contexto experimental de recuperacién aguda como se describe para la glutamina como una prueba de principios
para el FDP citoprotector, es el mejor representante de los efectos téxicos tempranos del FDP, debido
principalmente al pH bajo y al lactato como principales culpables. Los modelos alternativos, tales como un modelo
de exposicion a largo plazo a FDP no usado diluido 1:1 con medio de cultivo normal, son las herramientas mejor
aceptadas para evaluar los efectos de los procesos celulares que tienen lugar en el peritoneo tras la exposicion mas
prolongada al FDP, como ocurre en la DP clinica.
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Por lo tanto, el potencial de la L-alanil-L-glutamina para conferir efectos citoprotectores se analiza exponiendo
cultivos confluyentes durante 24 horas a FDP basado en lactato acido convencional que contiene dextrosa anhidra al
1,5 %, diluida 1:1 con medio M199 que contiene FCS al 10 % sin o con adiciéon de L-alanil-glutamina a una
concentracion de 0,5 y 10,0 g/l ("dosis baja y alta"). Cultivos control adicionales se conservan en medios de cultivo
regulares puros a 37 °C durante el mismo tiempo. Al final del estudio, la viabilidad celular y la expresion de proteinas
se valoran en cultivos paralelos para identificar el FDP citoprotector.

Los experimentos in vitro demuestran citoproteccion mediada por HSP en células mesoteliales tras exposicion a
FDP con adicién de L-alanil-L-glutamina similar a la que se ha demostrado para glutamina. ElI FDP citoprotector que
contiene L-alanil-L-glutamina da como resultado viabilidad conservada valorada mediante la liberacion de LDH y
expresion de HSP-72 incrementada cuando se compara con la exposicion al FDP estandar.

En conjunto, los efectos concordantes de los nuevos FDP de acuerdo con la presente invencidn sobre la expresion
de HSP y el resultado celular respaldan claramente el concepto de citoproteccion mediada por HSP en la DP. Mas
especificamente, se describe un potencial alto para L-glutamina como aditivo del FDP para optimizar las respuestas
de las células mesoteliales al estrés patofisiolégico tras exposicion al FDP in vitro e in vivo. Tal citoproteccion
mediada por HSP tras la adicion de glutamina al FDP tendra probablemente relevancia biolégica, ya que se asocio
con un menor desprendimiento de células mesoteliales y menor pérdida de proteinas peritoneales tras la exposicién
aguda al FDP. Dado que el metabolismo de la glutamina esta aliterado en los pacientes con insuficiencia renal
cronica, la glutamina y los dipéptidos capaces de liberar glutamina en forma libre representan un candidato
extremadamente atractivo como "aditivo citoprotector” al FDP (15).
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REIVINDICACIONES

1. Un fluido de didlisis peritoneal basado en glucosa, que contiene un compuesto seleccionado del grupo que
consiste en

- L-glutamina,

- un dipéptido capaz de liberar L-glutamina, en forma libre, preferentemente seleccionado del grupo que consiste en
glutaminil-glicina, glicinil-glutamina, glutaminil-alanina y alanil-glutamina

- un oligopéptido que consiste en de dos a siete residuos de L-glutamina y

- mezclas de los mismos.

2. Un compuesto seleccionado del grupo que consiste en
- L-glutamina,

- un dipéptido capaz de liberar L-glutamina, en forma libre, preferentemente seleccionado del grupo que consiste en
glutaminil-glicina, glicinil-glutamina, glutaminil-alanina y alanil-glutamina

- un oligopéptido que consiste en de dos a siete residuos de L-glutamina 'y

- mezclas de los mismos,

para uso en la prevencion de fallo de la membrana peritoneal, atenuacion de la alteracién de la funcién de barrera 'y
prevencion del desprendimiento de células mesoteliales en un tratamiento de didlisis peritoneal con un fluido de
dialisis peritoneal basado en glucosa.

3. Un fluido de didlisis peritoneal basado en glucosa que comprende un compuesto seleccionado del grupo que
consiste en

- L-glutamina,

- un dipéptido capaz de liberar L-glutamina, en forma libre, preferentemente seleccionado del grupo que consiste en
glutaminil-glicina, glicinil-glutamina, glutaminil-alanina y alanil-glutamina

- un oligopéptido que consiste en de dos a siete residuos de L-glutamina y

- mezclas de los mismos,

para uso en la prevencion de fallo de la membrana peritoneal, atenuacion de la alteracién de la funcién de barrera 'y
prevencion del desprendimiento de células mesoteliales.

4. Fluido de didlisis peritoneal de acuerdo con la reivindicacién 1, caracterizado porque dicho oligopéptido esta
seleccionado del grupo que consiste en alanil-glutamina y glutaminil-alanina.

5. Compuesto para uso de acuerdo con la reivindicacion 2 o el fluido de didlisis peritoneal para uso de acuerdo con
la reivindicacién 3, caracterizado por que dicho oligopéptido esta seleccionado del grupo que consiste en alanil-
glutamina y glutaminil-alanina.

6. Uso de un compuesto seleccionado del grupo que consiste en
- L-glutamina,

- un dipéptido capaz de liberar L-glutamina, en forma libre, preferentemente seleccionado del grupo que consiste en
glutaminil-glicina, glicinil-glutamina, glutaminil-alanina, alanil-glutamina

- un oligopéptido que consiste en de dos a siete residuos de L-glutamina y
- mezclas de los mismos,
para la preparacion de un fluido de dialisis peritoneal basado en glucosa para la prevencion del fallo de la membrana

peritoneal, la atenuacion de la alteracion de la funcién de barrera y la prevencion del desprendimiento de las células
mesoteliales.
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