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2

DESCRIPCIÓN

Fluido de diálisis peritoneal que comprende un inhibidor de GSK-3

La presente invención se refiere a un fluido de diálisis peritoneal (en lo sucesivo también denominado "PDF").

La diálisis peritoneal (PD, por sus siglas en inglés) es una terapia de reemplazo renal segura y rentable que también 
ofrece una mejor calidad de vida en comparación con la hemodiálisis. Desafortunadamente, el tratamiento con PD5
frecuentemente resulta en una disminución progresiva de la capacidad de ultrafiltración de la membrana 
generalmente asociada con cambios histológicos peritoneales y pérdida de integridad peritoneal (1).

En la actualidad, más de dos tercios de los pacientes sufren una complicación infecciosa o no infecciosa relacionada 
con la PD (como peritonitis, deterioro de la función o falla técnica de la membrana peritoneal) durante sus primeros 
dos años de tratamiento.10

Hay diferentes tipos de fluidos disponibles para la PD. La diferencia entre estos fluidos es el tipo de agentes 
osmóticos, sus concentraciones y el tipo de tampón y el valor de pH en el fluido de PD.

Los fluidos estándar que aún representan aproximadamente el 80 % de todos los fluidos de PD en la práctica clínica 
contienen altas concentraciones no fisiológicas de glucosa como agente osmótico. Los cambios patológicos en el 
peritoneo resultan principalmente de la alta concentración hiperosmolar de glucosa y también de un bajo valor de pH 15
(2). Las lesiones más complejas y crónicas son inducidas por los productos de degradación de la glucosa (GDP, por 
sus siglas en inglés), que se forman durante la esterilización por calor de fluidos de PD (3). Los fluidos de PD 
novedosos y más biocompatibles a base de glucosa tienen un pH normal y un bajo contenido de GDP debido al uso 
de un sistema de más cámaras; sin embargo, estos fluidos son muy costosos, por lo tanto, su uso clínico aún es 
limitado a escala mundial.20

También existen en el mercado fluidos de PD alternativos, que no se basan en glucosa, como los fluidos de PD a
base de icodextrina o aminoácidos, sin embargo, su uso está limitado a un único intercambio por día y su capacidad 
de ultrafiltración no es tan buena como la de disoluciones a base de glucosa. Además, también tienen un valor de 
pH más bajo que potencia cambios celulares desfavorables en el peritoneo.

Por lo tanto, la búsqueda de estrategias para reducir la toxicidad de los fluidos de PD sigue siendo un campo real en 25
la nefrología experimental y clínica y tiene una importancia médica y socioeconómica inmensa.

Se ha demostrado previamente en una serie de estudios que las HSP tienen un impacto significativo en la 
supervivencia de las células mesoteliales en la PD experimental, ya que el aumento de HSP, ya sea por vía 
farmacológica o mediada por plásmidos, protegió a las células mesoteliales de las características tóxicas de los 
fluidos de PD (12,13,14).30

Curiosamente, sin embargo, la incubación con fluidos de PD estándar a base de glucosa resultó en una expresión 
de HSP reducida en las células mesoteliales que causa un mecanismo de defensa celular debilitado.

El documento WO 2008/106702 describe un fluido de diálisis peritoneal a base de carbohidratos, que contiene un 
compuesto seleccionado del grupo que consiste en

- glutamina, preferiblemente L-glutamina,35

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

- un oligopéptido que consiste en dos a siete glutaminas, preferiblemente residuos L-glutamina, y

- mezclas de los mismos.

Todavía existe la necesidad de fluidos de diálisis peritoneal con los que se pueda prevenir o al menos inhibir la 40
aparición de complicaciones peritoneales infecciosas y no infecciosas, como peritonitis, lesión, daño y falla de la 
membrana peritoneal, disfunción de la barrera y desprendimiento de células mesoteliales. Mediante la prevención de 
tales complicaciones peritoneales infecciosas y no infecciosas, se puede inhibir la falla técnica en un paciente que se
somete a un tratamiento con PD. El término "falla técnica" es conocido por el experto en la técnica y significa la 
necesidad de terminar la diálisis peritoneal y cambiar a terapias de reemplazo renal alternativas como la 45
hemodiálisis.

Por lo tanto, es un objeto de la presente invención proporcionar un fluido de diálisis peritoneal con el que se pueda 
prevenir o inhibir la aparición de tales complicaciones peritoneales infecciosas y no infecciosas.

En un aspecto, la presente invención se refiere a un fluido de diálisis peritoneal que comprende un compuesto que 
inhibe la actividad de la glucógeno sintasa cinasa (GSK, por sus siglas en inglés)-3, en particular la actividad de50
(GSK)-3β para su uso en la prevención de complicaciones peritoneales infecciosas y no infecciosas causadas por 
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tratamiento con un fluido de diálisis peritoneal, en donde estas complicaciones se seleccionan entre peritonitis, 
lesión, daño y falla de la membrana peritoneal, disfunción de barrera y desprendimiento de células mesoteliales.

En un aspecto adicional, la presente invención se refiere a un fluido de diálisis peritoneal a base de icodextrina, que 
comprende un compuesto que inhibe la actividad de la glucógeno sintasa cinasa (GSK)-3, en particular la actividad
de (GSK)-3β.5

En otro aspecto adicional, la presente invención se refiere a un compuesto que inhibe la actividad de la glucógeno 
sintasa cinasa (GSK)-3, en particular la actividad de (GSK)-3β para su uso en la prevención de complicaciones 
peritoneales infecciosas y no infecciosas causadas por el tratamiento con un fluido de diálisis peritoneal, en donde
estas complicaciones se seleccionan de peritonitis, lesión, daño y falla de la membrana peritoneal, disfunción de 
barrera y desprendimiento de células mesoteliales.10

Breve descripción de las figuras

Figura 1: expresión de p-GSK-3β en células mesoteliales tratadas con diferentes fluidos de PD disponibles 
comercialmente con diferentes agentes osmóticos y propiedades tóxicas

Figura 2: Liberación de LDH en células mesoteliales tratadas con diferentes fluidos de PD comercialmente 
disponibles con diferentes agentes osmóticos y propiedades tóxicas.15

Figura 3: Viabilidad celular evaluada por captación de rojo neutro en % en comparación con células testigo.

Figura 4: Actividad del factor de choque térmico-1 evaluada mediante el ensayo de luciferasa.

Figura 5: Expresión de la proteína de choque térmico-72 (HSP-72) evaluada por transferencia Western.

Figura 6: Liberación de LDH en el sobrenadante.

Figura 7: Actividad de traducción del factor de choque térmico (HSF-1) evaluada mediante el ensayo de luciferasa.20

Figura 8: Expresión de proteína de choque térmico-72 (HSP-72) evaluada por transferencia Western.

Descripción detallada de la invención

La glucógeno sintasa cinasa-3β (GSK-3β) es una proteína cinasa de serina-treonina. La propia GSK-3β se regula e 
inhibe mediante fosforilación en el residuo serina-9 por diferentes cinasas anteriores de las cuales Akt y la cinasa
regulada por suero y glucocorticoides 1 (SGK-1, por sus siglas en inglés) han ganado más atención (4). GSK-3β se 25
identificó originalmente como una enzima clave que reacciona a diferentes niveles de glucosa y GDP regulando así 
la síntesis de glucógeno (5, 6). Sin embargo, el trabajo posterior demostró que GSK-3β tiene un papel central en la 
supervivencia celular general, la progresión del ciclo celular y la migración.

Aunque GSK-3β se describió hace aproximadamente 30 años, el interés en ella como posible diana farmacológica
se hizo prominente solo a principios del presente siglo cuando se descubrió que GSK-3β era una cinasa30
multifacética involucrada en varios procesos fisiológicos y patológicos. Los estudios informaron que la inhibición de 
GSK-3β, ya sea por inhibidores selectivos de moléculas pequeñas o con litio, tiene propiedades protectoras en 
varios modelos de enfermedades. Se demostró que la inhibición de GSK-3β mejora la resistencia a la insulina en la 
diabetes tipo II (23, 24), tiene efectos beneficiosos en trastornos neurológicos como la enfermedad de Alzheimer (25) 
y reduce la hipertrofia cardíaca y la isquemia (26).35

Muchas dianas de GSK-3β son factores de transcripción (HSF-1, β-catenina, C-Jun, CREB) que conducen a una 
reacción de estrés alterada, aumento de la apoptosis y cambios en la neurotransmisión. GSK-3β también es capaz 
de regular elementos del citoesqueleto (7, 8) que hacen que GSK-3β sea un mediador central en la señalización 
celular con un papel inmenso en el destino celular.

Una de las principales dianas de GSK-3β es el factor de choque térmico-1 (HSF-1, por sus siglas en inglés), el 40
inductor clave de la expresión de la proteína de choque térmico (HSP, por sus siglas en inglés) protectora celular 
(9,10). En condiciones de estrés, HSF-1 se activa en una forma de múltiples pasos que incluye hiperfosforilación, 
translocación en el núcleo, unión de elementos HS (HSE, por sus siglas en inglés) y posteriormente transcripción de 
genes respectivos. HSF-1 se fosforila y, de este modo, se inhibe mediante GSK-3β (11), lo que conduce a niveles 
reducidos de HSP. GSK-3β fosforila HSF-1 en el residuo serina-303 que regula negativamente su unión al ADN y la 45
transcripción dependiente de HSF-1 que conduce a la producción suprimida de HSP-72 (21), por otro lado, la 
inhibición de GSK-3β aumenta la respuesta de choque térmico que contribuye a mejorar la defensa celular. Se 
considera que GSK-3 modula las citocinas pro y antiinflamatorias y se demostró que la inhibición de GSK3 reduce la 
cantidad de células peritoneales en un modelo murino para la peritonitis mediada por TLR2 inducida por Pam3Cys 
(34).50
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Como GSK-3β está fuertemente regulada por la glucosa y los GDP (15), los inventores de las presentes invenciones 
han considerado que podría ser un actor molecular relevante en la señalización celular asociada a la PD. Sin 
embargo, aún no se ha descrito una asociación directa entre GSK-3β y PD.

Se hipotetiza que un aumento en la actividad de la GSK-3β antisupervivencia, posiblemente mediada por la 
exposición a fluidos de PD, inhibe el HSF-1 prosupervivencia, el regulador clave de la transcripción de HSP durante 5
la PD. En consecuencia, el bloqueo de la actividad de GSK-3β podría dar como resultado una activación mejorada 
de HSF-1 y, por lo tanto, una mayor expresión de HSP y una menor toxicidad celular.

Ahora se ha encontrado que la inhibición de GSK-3, en particular la inhibición de GSK-3β, disminuyó la lesión de 
células mesoteliales y la tasa de mortalidad en células tratadas con fluidos de PD. La protección de las células 
mesoteliales fue paralela a una mayor actividad de HSF-1 y expresión de HSP-72.10

Este efecto es particularmente pronunciado con fluidos de PD seleccionados del grupo que consiste en fluidos de 
diálisis a base de carbohidratos y fluidos de diálisis a base de aminoácidos. El efecto es incluso más pronunciado 
con fluidos de diálisis peritoneal a base de carbohidratos con un valor de pH de 7,3 o menor, preferiblemente 7,0 o 
menor, lo más preferiblemente 6,0 o menor.

Los fluidos de diálisis peritoneal a base de carbohidratos son especialmente aquellos a base de glucosa o 15
icodextrina. Lo más preferiblemente, el fluido de diálisis peritoneal se basa en icodextrina.

Por consiguiente, una realización particularmente preferida de la presente invención es un fluido de diálisis 
peritoneal a base de icodextrina, que comprende un compuesto que inhibe la actividad de la glucógeno sintasa 
cinasa (GSK)-3, en particular la actividad de (GSK)-3β.

Como se mencionó anteriormente, un aspecto adicional de la presente invención se refiere a un compuesto que 20
inhibe la actividad de la glucógeno sintasa cinasa (GSK)-3, en particular la actividad de (GSK)-3β para su uso en la 
prevención de complicaciones peritoneales infecciosas y no infecciosas, tales como peritonitis, lesión, daño y falla de 
la membrana peritoneal, disfunción de barrera y desprendimiento de células mesoteliales causados por el 
tratamiento con un fluido de diálisis peritoneal.

El compuesto se administra preferiblemente junto con un fluido de diálisis peritoneal en el curso de un tratamiento de 25
diálisis peritoneal. El fluido de PD se selecciona preferiblemente de los fluidos de PD ya descritos anteriormente.

El compuesto que inhibe la actividad de la glucógeno sintasa cinasa (GSK)-3, en particular la actividad de (GSK)-3β 
se selecciona preferiblemente del grupo que consiste en litio, tideglusib, NP-103, inhibidor I de GSK-3β (TDZD-8, 4-
Bencil-2-metil-1,2,4-tiadiazolidina-3,5-diona), inhibidor II de GSK-3β (2-Tio(3-yodobencil)-5-(1-piridil)-[1,3,4]-
oxadiazol), inhibidor IV de GSK-3 (SB-216763, 3-(2,4-Diclorofenil)-4-(1-metil-1H-indol-3-il)-1H-pirrol-2,5-diona),30
inhibidor IX de GSK-3 (BIO, (2'Z,3'E)-6-Bromoindirrubin-3'-oxima), inhibidor VI de GSK-3β (2-Cloro-1-(4,5-dibromo-
tiofen-2-il)-etanona), inhibidor VII de GSK-3β (2,4'-Dibromoacetofenona), inhibidor VIII de GSK-3β (AR AO14418, N-
(4-Metoxibencil)-N'-(5-nitro-1,3-tiazol-2-il) urea), inhibidor X de GSK-3 (BIO-Acetoxima, (2'Z,3'E)-6-Bromoindirrubina-
3'-acetoxima), inhibidor XI de GSK-3β (3-(1-(3-Hidroxipropil)-1H-pirrolo[2,3-b]piridin-3-il]-4-pirazin-2-il-pirrol-2,5-diona, 
7AIPM), inhibidor XIII de GSK-3 (5-Metil-1H-pirazol-3-il)-(2-fenilquinazolin-4-il) amina), inhibidor XII de GSK-3β35
(TWS119, ditrifluoroacetato de 3-[[6-(3-aminofenil)-7H-pirrolo[2,3-d]pirimidin-4-il]oxifenol), inhibidor XVIII de GSK-3β
(2-(Cloro-4-(4-tiofen-2-il-pirimidin-2-ilamino)-fenil)-(4-metil-piperazin-1-il)-metanona), inhibidor X de GSK-3β (BIO-
acetoxima, (2'Z,3'E)-6-Bromoindirrubin-3'-acetoxima), inhibidor XI de GSK-3β (3-(1-(3-Hidroxipropil)-1H-pirrolo[2,3-
b]piridin-3-il]-4-pirazina-2-il-pirrol-2,5-diona, 7AIPM), inhibidor XIX de GSK-3β (IM-12, C22H20FN3O2, derivado de 
indolilmaleimida), inhibidor XVI de GSK-3 (6-(2-(4-(2,4-Diclorofenil)-5-(4-metil-1H-imidazol-2-il)-pirimidin-2-ilamino) 40
etil-amino)-nicotinonitrilo, CHIR99021), inhibidor XVII de GSK-3 (5-Bencilamino-3-oxo-2,3-dihidro-1,2,4-tiadiazol, 
TDZD-20), inhibidor XXII de GSK-3, compuesto A (6-Metil-N-[3-[[3-(1-metiletoxi)propil]carbamoil]-1H-pirazol-4-
il]piridina-3-carboxamida), inhibidor XXIII de GSK-3β, 3F8 (5-Etil-7,8-dimetoxi-1H-pirrolo[3,4-c]-isoquinolina-1,3-(2H)-
diona), inhibidor peptídico de GSK-3β (L803, H-KEAPPAPPQSpP-NH2), inhibidor peptídico de GSK-3β (L803-mts, 
Myr-N-GKEAPPAPPQSpP-NH2), GF-109203X (2-[1-(3-Dimetilaminopropil)indol-3-il]-3-(indol-3-il)maleimida) y sales y 45
mezclas farmacéuticamente aceptables de los mismos.

En una realización preferida, el compuesto que inhibe la actividad de la glucógeno sintasa cinasa (GSK)-3 es una sal 
de litio, en particular cloruro de litio o carbonato de litio. La concentración de la sal de litio en el fluido de diálisis es 
preferiblemente de 1 mM a 10 mM, lo más preferido de 2 mM a 5 mM.

El litio es un conocido inhibidor de GSK-3β que inhibe GSK-3β por competencia por el magnesio (27). El litio se ha 50
usado para el tratamiento de los trastornos del estado de ánimo bipolar desde los años cincuenta sin conocer su 
modo de acción específico en ese momento. En 1996, se descubrió que era un potente inhibidor de GSK-3β y crece 
la evidencia de que este podría ser uno de los mecanismos básicos para los efectos estabilizadores del estado de 
ánimo conocidos y usados del litio en el trastorno bipolar (16,17,18,22). Además de los trastornos del estado de 
ánimo, el litio se encuentra ahora en un ensayo clínico de fase II para el tratamiento de la esclerosis lateral 55
amiotrófica y para el tratamiento de la enfermedad del injerto intestinal contra el huésped después del trasplante de 
células madre del donante.
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Se sabe mucho menos acerca de si las acciones posteriores de la inhibición de GSK-3β por litio involucran
directamente a las HSP. Sin embargo, recientemente, se demostró que los efectos protectores del litio están 
asociados con niveles mejorados de HSP en modelos experimentales como de daño cerebral isquémico (30,31) y 
los efectos neuroprotectores del litio también se debieron directamente a la actividad inducida de HSF-1 (32,33).

Se ha agregado litio a los fluidos de PD a base de glucosa en el entorno clínico para tratar los síntomas bipolares de 5
un paciente en PD ambulatoria continua; sin embargo, esta modalidad de aplicación no se introdujo como 
administración de rutina (28). En este estudio, se administró litio en una disolución de Dianeal® al 2,5 % en una 
dosis final de 0,9 mM en una bolsa de 2L y la disolución se cambió 3 veces al día proporcionando, de este modo,
una exposición continua al litio.

Más tarde, en un modelo experimental de PD de rata, se administró carbonato de litio junto con el fluido de PD a 10
base de glucosa para investigar sus efectos sobre la tasa de ultrafiltración aguda, sin embargo, los resultados 
demostraron el efecto opuesto de que el litio disminuyó la tasa de ultrafiltración (29). En este estudio, se aplicó Li 
5 mM.

La inhibición de GSK-3β también puede lograrse mediante inhibidores farmacológicos alternativos específicos 
(inhibidores de GSK-3 o GSK-3β). Hay varios inhibidores disponibles en el mercado. Algunos de estos agentes se 15
encuentran actualmente en investigaciones clínicas para el tratamiento de afecciones especiales, pero ninguno de 
ellos se ha administrado ni en la disolución de PD ni para el tratamiento de la disminución de la función peritoneal 
causada por la PD.

Fuera de los inhibidores específicos de GSK-3, tideglusib ((Zentylor), inhibidor no competitivo de ATP) es el único 
aprobado para uso clínico. Zentylor obtuvo la aprobación de la FDA en 2010 para el tratamiento de la parálisis 20
supranuclear progresiva y está en un ensayo de fase II para el tratamiento de la enfermedad de Alzheimer. Otros 
inhibidores específicos son los nombrados anteriormente.

En el caso de inhibidores de GSK-3 que no sean litio o sales de litio, el experto en la técnica puede determinar 
fácilmente las dosis adecuadas del inhibidor respectivo en el fluido de PD.

Ejemplos25

Métodos

Cultivo celular

La línea celular Met-5a humana se adquirió de American Type Culture Collection (ATCC, Rockville, MD). Todas las 
células se cultivaron en medio de cultivo M199 suplementado con L-glutamina (0,1 g/L), penicilina (100 U/mL), 
estreptomicina (100 µg/mL), suero bovino fetal al 10 % (FBS, por sus siglas en inglés) y se propagaron a 37ºC en 30
una incubadora con aire humidificado que contenía CO2 al 5 %. Los productos químicos estándar se adquirieron a
Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EE. UU.) a menos que se indique lo contrario. Se usaron plásticos de cultivo de tejidos 
Falcon™ (Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, EE. UU.) para todos los procedimientos de cultivo celular.

Exposición a PDF

Para la incubación con PDF, se usaron fluido a base de glucosa de pH bajo (5,5) al 3,86 % (disolución en Dianeal 35
PD4), fluido a base de icodextrina de pH bajo (5,5) (Extraneal); fluido a base de aminoácidos (pH 6,7) (Nutrineal), a 
base de glucosa, pH neutro, tamponado con lactato/bicarbonato (Physioneal) de Baxter AG, Viena, Austria. Se 
obtuvo una disolución de pH neutro a base de glucosa, tamponada con lactato (Balance) de Fresenius, Austria.

La disolución testigo fue medio de cultivo M199 suplementado con L-glutamina (0,1 g/L), penicilina (100 U/mL), 
estreptomicina (100 µg/mL) sin suero fetal bovino.40

Modelo de exposición a PDF: Los cultivos confluentes en placas de 12 pocillos se expusieron durante los tiempos 
indicados (30 min o 1 h) a la disolución de fluido de PD o se mantuvieron en paralelo en medio testigo.

Para el ensayo de actividad de HSF-1, las células se cosecharon y se lisaron inmediatamente después de los 
tiempos de exposición, mientras que para las mediciones de LDH y HSP-72, análisis de transferencia Western de p-
GSK-3β, se permitió que las células se recuperaran por incubación con medio de cultivo normal que contenía FBS al45
10 % durante 16 h.

Tratamiento con LiCl

El cloruro de litio (LiCl) se adquirió a Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EE. UU.) y se aplicó a una dosis indicada.

Liberación de LDH

Para los análisis de LDH, se extrajeron alícuotas de 200 µL de sobrenadantes después de la configuración 50
experimental descrita y se mantuvieron a -20ºC hasta que se analizaron dentro de las 48 h. Las mediciones se 
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realizaron por duplicado con el kit Sigma TOX-7 LDH según las instrucciones del fabricante. El flujo de salida de 
LDH se normalizó para el contenido de proteínas.

Captación de rojo neutro

Para evaluar la viabilidad celular por captación de rojo neutro, las células se sembraron en placas de 96 pocillos y se 
expusieron a diferentes protocolos de tratamiento como se describió anteriormente. La captación de rojo neutro se 5
midió usando un reactivo estándar (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EE. UU.) según el protocolo del fabricante.

Ensayo de luciferasa

Para determinar la unión específica del factor de choque térmico-1 (HSF-1), se transfectaron células MeT-5a con un 
vector informador de luciferasa disponible comercialmente (LR0038, Panomics, Italia) que contenía el elemento de 
choque térmico [5'CTGGAATTTTCTAGACTGGAATTTTCTAGACTGGAATTTTCTAGA3'], así como con un vector 10
testigo vacío. 24 h antes de la transfección, las MC se sembraron en placas de cultivo celular de 96 pocillos y se 
dejó alcanzaran aproximadamente 80-90 % de confluencia el día de la transfección. Antes de la transfección por 
pocillo, se diluyeron 0,15 µl de reactivo de transfección Fugene6 (Roche) y 0,1 µl de vector indicador de HSE o 
vector testigo con 5 µl de medio de crecimiento normal sin FCS y se incubaron durante 5 minutos. Las disoluciones
se incubaron mezcladas durante 30 minutos. De esta mezcla, se añadieron 10 µl a cada pocillo incubado durante 24 15
h con CO2 al 5 % y 37ºC en una atmósfera humidificada. Las exposiciones experimentales se llevaron a cabo como 
se describió anteriormente y se dejó que las células se recuperaran durante 6 h para facilitar la síntesis de proteínas 
de la enzima luciferasa. Las células se lavaron y se lisaron usando un tampón disponible comercialmente (E1531, 
Promega). Los lisados celulares se transfirieron a microplacas blancas de fondo plano (Nunc). El reactivo de 
luciferasa (E1500, Promega) se añadió usando una pipeta automática en intervalos de 3 s y la señal producida se 20
midió después de 2 minutos usando un lector de placa de luminómetro (Flx800, BioTek).

Análisis de transferencia Western

Para la transferencia Western, el contenido de proteína se determina mediante el ensayo de Bradford (Biorad, Viena, 
Austria) y se separan cantidades iguales de muestras de proteína (2 µg/banda) mediante SDS-PAGE estándar
usando una unidad Pharmacia Multiphore II. Las proteínas fraccionadas por tamaño se transfieren después a 25
membranas de PVDF mediante transferencia semiseca en una unidad Pharmacia Multiphore II Novablot. Las
membranas se bloquean en leche seca al 5 % en TBS-Tween (Tris 10 mM, NaCl 150 mM, Tween 20 al 0,05 %, pH 
7,4). Las membranas se incuban con el anticuerpo primario respectivo (HSP-72, p-GSK-3β) durante 16 h. La 
detección se realiza mediante incubación con anticuerpos secundarios acoplados a peroxidasa (IgG antirratón o
anticonejo, ambas de Dako Cytomation, CA, EE. UU.) y quimioluminiscencia mejorada (ECL) usando el sistema de 30
análisis de transferencia Western ECL (Renaissance, NEN-Life Science Productos, Boston, MA, EE. UU.).

Análisis de los datos

Todos los análisis estadísticos se realizaron con el software Sigmaplot 11.0 (Systat Software GmbH, Erkrath, 
Alemania). Los valores de diferentes grupos se compararon mediante pruebas de la t o ANOVA cuando fue 
apropiado. En el caso de ANOVA, se usó HSD de Tukey como prueba post-hoc. Se consideró significativo un valor 35
de p <0,05. Los resultados se presentan como medias ± EEM.

Resultados

La incubación con fluido de PD convencional induce lesiones y muerte de células mesoteliales

La incubación de las células mesoteliales con un fluido de diálisis peritoneal (PDF, Dianeal) a base de glucosa con
pH bajo tamponado con lactato y un PDF a base de icodextrina de pH bajo (Extraneal) dio como resultado una lesión 40
celular grave reflejada por la contracción, desprendimiento y, en parte, por la fragmentación de células que se
demostró por microscopía óptica y tinción de vivas-muertas (no se muestran los datos).

Esto se produjo en paralelo a una alta liberación de LDH (no se muestran los datos), una viabilidad celular 
significativamente reducida y una alta tasa de células muertas.

La incubación con fluidos de PD aumenta el nivel de GSK-3β activada45

La incubación con PDF disminuyó el nivel de GSK-3β fosforilada en Ser-9 inactiva (p-GSK-3β) analizado por tinción 
inmunofluorescente (no se muestran los datos) y por transferencia Western (Figura 1), mientras que el nivel de GSK-
3β total permaneció sin cambios (Figura 1), lo que conduce a un mayor nivel neto de GSK-3β cinasa activa en 
comparación con las células testigo.

La expresión celular y, en particular, la localización de p-GSK-3β se analizaron mediante tinción inmunofluorescente. 50
Después de la incubación con diferentes fluidos de PD, hubo una expresión general más baja de p-GSK-3β 
especialmente en células tratadas con PDF a base de glucosa con pH bajo y fluido a base de icodextrina, esto se
produjo en paralelo con una marcada condensación alrededor del núcleo (no se muestran los datos). Sin embargo, 
también en los otros grupos de tratamiento (fluidos de PD tamponados con lactato, tamponados con
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lactato/bicarbonato y a base de aminoácidos), se observó una disminución y condensación en comparación con las 
células testigo.

El impacto de diferentes fluidos de PD disponibles comercialmente en Ser-9 p-GSK-3β mostró que los fluidos de PD
a base de icodextrina de pH bajo (Extraneal) tuvieron un efecto similar al de la disolución de pH bajo a base de
glucosa, es decir, una expresión significativamente menor de p -GSK-3β. El efecto es menos pronunciado en fluidos 5
de PD de pH normal a base de glucosa (tamponados con lactato o lactato/bicarbonato; Balance y Physioneal, 
respectivamente) y fluido de PD a base de aminoácidos (Nutrineal) con un pH ácido moderado (pH 6,7) (Figura 1). 
Estos resultados están en línea con las observaciones previas sobre glucosa y GDP (19,20). Estos estudios 
informaron que la glucosa alta disminuyó (19), mientras que los productos finales de los GDP aumentaron la
actividad de GSK-3β (20).10

Descripción de la Figura 1: expresión de p-GSK-3β en células mesoteliales tratadas con diferentes fluidos de PD
comercialmente disponibles con diferentes agentes osmóticos y propiedades tóxicas. Las células testigo se trataron 
con medio de cultivo celular normal, las células tratadas con PDF se trataron con fluido de PD de pH bajo a base de 
glucosa con alto contenido de GDP (PDF, Dianeal). Fluido de PD a base de Icodextrina (Extraneal), tamponado con 
lactato, bajo contenido de GDP, pH 7,4 (Balance), tamponado con lactato/bicarbonato, bajo contenido de GDP, pH 15
7,4 (Physioneal), fluido de PD a base de aminoácidos (Nutrineal). (1 hora de exposición sin recuperación). *P <0,01 
con respecto al testigo.

El litio inhibe GSK-3β, lo que reduce la lesión celular y la muerte en las células mesoteliales después de la 
incubación con fluido de PD

Los fluidos de PD a base de glucosa de pH bajo, con alto contenido de GDP y a base de icodextrina con pH bajo20
causaron una elevación marcada de LDH, que se produjo en paralelo con una reducción significativa en la viabilidad 
celular en comparación con los testigos (Figura 2). Los fluidos de PD con pH normal a base de glucosa y a base de 
aminoácidos causaron una liberación de LDH significativa más moderada (Figura 2) que no se asoció con una 
muerte celular significativa (no se muestran los datos).

En estos sistemas de exposición a fluidos de PD, la inhibición de la actividad de GSK-3β con la adición de LiCl 10 25
mM, redujo la lesión celular después del tratamiento con todos los fluidos de PD observados, como se refleja en la 
liberación atenuada de LDH (Figura 2). La protección más prominente se observó después de la incubación con 
disoluciones a base de glucosa y icodextrina de pH bajo (Figura 2).

Por lo tanto, los efectos protectores de LiCl en estos sistemas de exposición se investigaron más a fondo utilizando 
tinción de vivas-muertas y medición de células viables por captación de rojo neutro. El tratamiento con LiCl dio como 30
resultado una estructura celular preservada (no se muestran los datos), una tasa reducida de células muertas (no se 
muestran los datos) y un mayor número de células viables (Figura 3) después de la incubación, ya sea con fluidos 
de PD a base de glucosa o icodextrina de pH bajo.

Explicación de la Figura 2: Liberación de LDH en células mesoteliales tratadas con diferentes fluidos de PD
comercialmente disponibles con diferentes agentes osmóticos y propiedades tóxicas. Las células testigo se trataron 35
con medio de cultivo celular normal, las células tratadas con PDF se trataron con fluido de PD de pH bajo a base de 
glucosa con alto contenido de GDP (Dianeal). Fluido de PD a base de Icodextrina (Extraneal), tamponado con 
lactato, con bajo contenido de GDP, pH 7,4 (Balance), fluido de PD tamponado con lactato/bicarbonato, con bajo
contenido de GDP, pH 7,4 (Physioneal), fluido de PD a base de aminoácidos (Nutrineal). Se aplicó LiCl a una dosis 
de 10 mM. #P <0,05 con respecto al testigo, *P <0,01 con respecto a ausencia de tratamiento con LiCl. (1 hora de 40
exposición, 16 horas de recuperación)

Explicación de la Figura 3: Viabilidad celular evaluada por captación de rojo neutro en % en comparación con las 
células testigo. Las células se trataron con PDF (fluido de PD a base de glucosa de pH bajo con alto contenido de 
GDP (Dianeal)) o con fluido de PD a base de icodextrina de pH bajo (Extraneal). Se aplicó LiCl a una dosis de 10 
mM. #P <0,01 con respecto al testigo, *P <0,01 con respecto a la ausencia de tratamiento con LiCl. (1 h de 45
exposición, 16 h de recuperación). Las células testigo se trataron con medio de cultivo celular normal.

LiCl conduce a una mayor actividad de HSF-1

El ensayo de luciferasa mostró que el tratamiento con LiCl aumentó significativamente la actividad transcripcional de 
HSF-1 en las células testigo y ambas después de la incubación con fluidos de PD a base de glucosa de pH bajo, alto 
contenido de GDP y a base de icodextrina de pH bajo (Figura 4).50

Explicación de la Figura 4: Actividad del factor de choque térmico-1 por el ensayo de luciferasa. Las células testigo
se trataron con medio de cultivo celular normal, las células tratadas con PDF se trataron con fluido de PD de pH bajo
a base de glucosa con alto contenido de GDP (Dianeal). Fluido de PD a base de icodextrina de pH bajo (Extraneal). 
Se aplicó LiCl a una dosis de 10 mM. (Exposición de 30 min, recuperación de 6 h), #P <0,01 con respecto al testigo, 
*P <0,01 con respecto a la ausencia de tratamiento con LiCl, respectivamente.55
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El tratamiento con LiCl da como resultado una mayor expresión de HSP-72

HSP-72 se evaluó en células tratadas con fluido de PD a base de glucosa y pH bajo con alto contenido de GDP o 
con fluido de PD a base de icodextrina con o sin administración de LiCl después de 30 minutos o 1 h de incubación.

La expresión de HSP-72 aumentó ligeramente después de una incubación de 30 minutos y disminuyó 
significativamente después de una incubación de 1 h con fluido a base de glucosa, de pH bajo y un alto contenido de 5
GDP en comparación con las células testigo (Figura 5). La expresión de HSP-72 aumentó después de 30 minutos de 
incubación, pero no cambió después de 1 h de incubación con fluido de PD a base de icodextrina en comparación 
con los testigos (Figura 5). El tratamiento con LiCl aumentó significativamente el nivel de HSP-72 en cada entorno 
de incubación en comparación con las respectivas células no tratadas.

Explicación de la Figura 5: Expresión de proteína de choque térmico-72 (HSP-72) evaluada por transferencia 10
Western. Las células testigo se trataron con medio de cultivo celular normal, las células tratadas con PDF se trataron 
con fluido de PD de pH bajo a base de glucosa con alto contenido de GDP (Dianeal). Fluido de PD a base de
Icodextrina de pH bajo (Extraneal). Se aplicó LiCl a una dosis de 10 mM. (30 min - diagrama izquierdo - o 1 h de 
exposición - diagrama derecho, 16 h de recuperación). *P <0,05 con respecto al testigo, %P <0,001 con respecto al 
testigo, &P <0,05 con respecto a ausencia de tratamiento con LiCl, respectivamente.15

Análisis de la curva de dosis de la administración de LiCl

Para examinar en qué concentraciones el litio mejora eficazmente la lesión de las células mesoteliales, se analizó 
una curva de dosis durante las incubaciones con fluidos a base de glucosa (PDF) o icodextrina de pH bajo. Se 
examinó una dosis de LiCl 1 mM, 2 mM, 5 mM y 10 mM.

En el fluido a base de glucosa con pH bajo (PDF), el LiCl a una dosis de 1 mM a 5 mM no alteró la liberación de LDH 20
en el sobrenadante (Figura 6), pero como se detectó previamente, el LiCl 10 mM redujo significativamente la 
liberación de LDH en comparación con los testigos (Figura 6). Durante la incubación con el fluido a base de 
icodextrina, hubo una curva de respuesta de LDH dependiente de la dosis: el LiCl 1 mM no cambió 
significativamente, mientras que el LiCl 2 mM ya disminuyó los niveles de LDH y la disminución fue aún más 
significativa administrando LiCl 5 mM y 10 mM (Figura 6).25

Explicación de la figura. 6: Liberación de LDH en el sobrenadante. Las células testigo se trataron con medio de 
cultivo celular normal, las células tratadas con PDF se trataron con fluido de PD de pH bajo a base de glucosa con 
alto contenido de GDP (Dianeal). Fluido de PD a base de Icodextrina con pH bajo (Extraneal). Se aplicó LiCl a una 
dosis de 1 mM, 2 mM, 5 mM o 10 mM. (30 min de exposición, 6 h de recuperación). #P <0,001 con respecto al 
testigo, *P <0,05 con respecto a ausencia de tratamiento con LiCl, respectivamente.30

La actividad de HSF-1 evaluada mediante el ensayo Luciferasa mostró que en las células incubadas con PDF a 
base de glucosa de pH bajo o con PDF a base de icodextrina, hubo un aumento de la actividad de HSF-1 
dependiente de la dosis en comparación con las células testigo respectivas (Figura 7).

Explicación de la Figura 7: Actividad traslacional del factor de choque térmico (HSF-1) evaluada mediante el ensayo 
de luciferasa. Las células testigo se trataron con medio de cultivo celular normal, las células tratadas con PDF se 35
trataron con fluido de PD de pH bajo a base de glucosa con alto contenido de GDP (Dianeal). Fluido de PD a base 
de icodextrina con pH bajo (Extraneal). Se aplicó LiCl a una dosis de 1 mM, 2 mM, 5 mM o 10 mM. (30 min de 
exposición, 6 h de recuperación). #P <0,01 con respecto al testigo, *P <0,01 con respecto a ausencia de tratamiento 
con LiCl, respectivamente.

En las células incubadas con PDF de pH bajo a base de glucosa, la expresión de HSP-72 aumentó solo después de 40
la administración de LiCl 2 mM o 10 mM en comparación con las células no tratadas (Figura 8). Por otro lado, 
después de la incubación con fluido de PD a base de icodextrina, todas las dosis de LiCl aplicadas aumentaron la 
expresión de la proteína HSP-72 (Figura 8).

Explicación de la Figura 8: Expresión de proteína de choque térmico-72 (HSP-72) evaluada por transferencia de 
Western. Las células testigo se trataron con medio de cultivo celular normal, las células tratadas con PDF se trataron 45
con fluido de PD de pH bajo a base de glucosa con alto contenido de GDP (Dianeal). Fluido de PD a base de
icodextrina con pH bajo (Extraneal). Se aplicó LiCl a una dosis de 1 mM, 2 mM, 5 mM o 10 mM. (30 min de 
exposición, 16 h de recuperación). #P <0,05 con respecto al testigo, *P <0,05 con respecto a ausencia de
tratamiento con LiCl, respectivamente.

Compendio:50

En el presente estudio, el cloruro de litio (LiCl) disminuyó la liberación de LDH, redujo la tasa de mortalidad celular y 
mejoró la viabilidad celular. El efecto es más pronunciado con las células mesoteliales tratadas con fluidos de PD a 
base de glucosa de pH bajo y a base de icodextrina, los fluidos de PD comercialmente disponibles con los efectos 
más significativos sobre la activación de GSK-3β.
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REIVINDICACIONES

1. Fluido de diálisis peritoneal que comprende un compuesto que inhibe la actividad de la glucógeno sintasa
cinasa (GSK)-3, en particular la actividad de (GSK)-3β, para su uso en la prevención de complicaciones 
peritoneales infecciosas y no infecciosas causadas por el tratamiento con un fluido de diálisis peritoneal, en 
donde estas complicaciones se seleccionan entre peritonitis, lesión, daño y falla de la membrana peritoneal,5
disfunción de barrera y desprendimiento de células mesoteliales.

2. Fluido de diálisis peritoneal para su uso según la reivindicación 1, caracterizado por que el fluido de diálisis 
peritoneal se selecciona del grupo que consiste en fluidos de diálisis a base de carbohidratos y fluidos de 
diálisis a base de aminoácidos.

3. Fluido de diálisis peritoneal para su uso según la reivindicación 1 o 2, caracterizado por que el valor de pH del 10
fluido de diálisis peritoneal es 7,3 o menor, preferiblemente 7,0 o menor, lo más preferiblemente 6,0 o menor.

4. Fluido de diálisis peritoneal para su uso según cualquiera de las reivindicaciones anteriores, caracterizado por
que el fluido de diálisis peritoneal se basa en icodextrina.

5. Fluido de diálisis peritoneal a base de icodextrina, que comprende un compuesto que inhibe la actividad de la 
glucógeno sintasa cinasa (GSK)-3, en particular la actividad de (GSK)-3β.15

6. Un compuesto que inhibe la actividad de la glucógeno sintasa cinasa (GSK)-3, en particular la actividad de
(GSK)-3β para su uso en la prevención de complicaciones peritoneales infecciosas y no infecciosas causadas 
por el tratamiento con un fluido de diálisis peritoneal, en donde estas complicaciones se seleccionan de 
peritonitis, lesión, daño y falla de la membrana peritoneal, disfunción de barrera y desprendimiento de células 
mesoteliales.20

7. Compuesto para su uso según la reivindicación 6, caracterizado por administrarse junto con un fluido de diálisis
peritoneal en el curso de un tratamiento con diálisis peritoneal.

8. Compuesto para su uso según la reivindicación 6 o 7, caracterizado por que el fluido de diálisis peritoneal se 
selecciona del grupo que consiste en fluidos de diálisis a base de carbohidratos y fluidos de diálisis a base de
aminoácidos.25

9. Compuesto para su uso según cualquiera de las reivindicaciones 6 a 8, caracterizado por que el valor de pH 
del fluido de diálisis peritoneal es 7,3 o menor, preferiblemente 7,0 o menor, lo más preferiblemente 6,0 o 
menor.

10. Compuesto para su uso según cualquiera de las reivindicaciones 6 a 9, caracterizado por que el fluido de 
diálisis peritoneal se basa en icodextrina.30

11. Fluido de diálisis peritoneal para su uso según una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, fluido de diálisis 
peritoneal según la reivindicación 5, o compuesto para su uso según cualquiera de las reivindicaciones 6 a 10,
caracterizado por que el compuesto que inhibe la actividad de la glucógeno sintasa cinasa (GSK)-3 se 
selecciona del grupo que consiste en litio, tideglusib, NP-103, inhibidor I de GSK-3β (TDZD-8,4-Bencil-2-metil-
1,2,4-tiadiazolidina-3,5-diona), inhibidor II de GSK-3β (2-Tio(3-yodobencil)-5-(1-piridil)-[1,3,4]-oxadiazol),35
inhibidor IV de GSK-3 (SB-216763, 3-(2,4-Diclorofenil)-4-(1-metil-1H-indol-3-il)-1H-pirrol-2,5-diona), inhibidor IX
de GSK-3 (BIO, (2'Z,3'E)-6-Bromoindirrubin-3'-oxima), inhibidor VI de GSK-3β (2-Cloro-1-(4,5-dibromo-tiofen-2-
il)-etanona), inhibidor VII de GSK-3β (2,4'-Dibromoacetofenona), inhibidor VIII de GSK-3β (AR AO14418, N-(4-
Metoxibencil)-N’-(5-nitro-1,3-tiazol-2-il)urea), inhibidor X de GSK-3 (BIO-Acetoxima, (2'Z,3'E)-6-Bromoindirrubin-
3'-acetoxima), inhibidor XI de GSK-3β (3-(1-(3-Hidroxipropil)-1H-pirrolo[2,3-b] piridin-3-il]-4-pirazin-2-il-pirrol-2,5-40
diona, 7AIPM), inhibidor XIII de GSK-3 (5-Metil-1H-pirazol-3-il)-(2-fenilquinazolin-4-il)amina), inhibidor XII de
GSK-3β (TWS119, ditrifluoroacetato de 3-[[6-(3-aminofenil)-7H-pirrolo[2,3-d]pirimidin-4-il]oxifenol), inhibidor
XVIII de GSK-3β (2-(Cloro-4-(4-tiofen-2-il-pirimidin-2-ilamino)-fenil)-(4-metil-piperazin-1-il)-metanona), inhibidor
X de GSK-3β (BIO-Acetoxima, (2'Z,3'E)-6-Bromoindirrubina-3'-acetoxima), inhibidor XI de GSK-3β (3-(1-(3-
Hidroxipropil)-1H-pirrolo[2,3-b]piridin-3-il]-4-pirazin-2-il-pirrol-2,5-diona, 7AIPM), inhibidor XIX de GSK-3β (IM-45
12, C22H20FN3O2, derivado de indolilmaleimida), inhibidor XVI de GSK-3 (6-(2-(4-(2,4-Diclorofenil)-5-(4-metil-
1H-imidazol-2-il)-pirimidin-2-ilamino)etil-amino)-nicotinonitrilo, CHIR99021), inhibidor XVII de GSK-3 (5-
Bencilamino-3-oxo-2,3-dihidro-1,2,4-tiadiazol, TDZD-20), inhibidor XXII de GSK-3, compuesto A (6-Metil-N-[3-
[[3-(1-metiletoxi)propil]carbamoil]-1H-pirazol-4-il]piridina-3-carboxamida), inhibidor XXIII de GSK-3β, 3F8 (5-Etil-
7,8-dimetoxi-1H-pirrolo[3,4-c]-isoquinolina-1,3-(2H)-diona), inhibidor peptídico de GSK-3β (L803, H-50
KEAPPAPPQSpP-NH2), inhibidor peptídico de GSK-3β (L803-mts, Myr-N-GKEAPPAPPQSpP-NH2), GF-
109203X (2-[1-(3-Dimetilaminopropil)indol-3-il]-3-(indol-3-il)maleimida) y sales y mezclas farmacéuticamente 
aceptables de los mismos.

12. Fluido de diálisis peritoneal para su uso, fluido de diálisis peritoneal o compuesto para su uso según la 
reivindicación 11, caracterizado por que el compuesto que inhibe la actividad de la glucógeno sintasa cinasa55
(GSK)-3 es una sal de litio, en particular cloruro de litio o carbonato de litio.

E12806447
17-09-2019ES 2 746 056 T3

 



12

13. Fluido de diálisis peritoneal para su uso, fluido de diálisis peritoneal o compuesto para su uso según la 
reivindicación 12, caracterizado por que la concentración de la sal de litio en el fluido de diálisis es de 1 mM a 10 
mM, preferiblemente de 2 mM a 5 mM.
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