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TEMED N-N-N'N'- tetrametil etilen diamina
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1X Representa su concentracidn respecto a la solucién de trabajo.
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RESUMEN.

Clofibrato, fenofibrato y gemfibrozil, son drogas que principaimente se utilizan
en casos de hiperlipidemia. El empleo de estos medicamentos se ha asociado con
muertes por accidentes vasculares en el miocardio, diferentes al infarto; ademas,
pueden inducir ammitmias, mialgia y miolisis. El metabolito activo del clofibrato es sl
acido clofibrico. Los efectos de los acidos fibricos a nivel celular no estan bien
caracterizados. Algunos autores han estudiado cultivos primarios de miacardiocitos
de pollo, tratados con fenofibrato, encontrando concentraciones menores de
desmina y vimentina, las cuales son proteinas asociadas con el citoesqueleto de
células cardiacas. Es importante analizar los efectos tdxicos del acido clofibrico in
viva e in vilro sobre el citoesqueleto de miocardiocitos de mamifero, porque los
dafios en el citoesqueleto podrian ser una causa de cardiopatias en individuos bajo
tratamiento con #écidos flbricos. En forma analoga a lo que sucede con
miocardiocitos de pollo, el acido clofibrico podria inducir modificaciones en la
proporcion de vimentina y desmina en miocardiocitos de mamifero originando
alteraciones en citoesqueleto de estas células. Nuestro objetivo fue analizar el
efecto del clofibrato y del 4acido cloflbrico sobre el contenido de desmina y vimentina
en miocardiocitos de rata tanto in vivo como in vitro.

Pruebas m vivo. Se obtuvieron células de miocardiacito de animales tratados
con clofibrato 0 acido dofibrico, se pracesaron los extractos de células para llevar a
cabo la electroforesis en gel de poliacritamida y electroinmunotransferencia para la
deteccion de vimentina y desmina. Posteriormente se valoraron cada una de las
bandas mediante densitometria, encontrando una disminucién en la densidad de las
bandas correspondientes a la vimentina y a la desmina,

Para las pruebas in vitro se obtuvieron miocardiocitos de ratas recién
nacidas para establecer cultivos primarios, los cuales se trataron con dcido clofibrico
y se detemind el porciento de citolisis. De igual forma que en los experimentos in
vivo se pracesaron los extractos de células y se realizé la electroforesis en geles de



poliacrilamida y electroinmunotransferencia para la deteccion de vimentina y
desmina. Los cambios se valoraron mediante densitometria y se observd una
disminucién significativa en la densidad de las bandas de vimentina y desmina. 4

Las células de miocardiocitos de rafa recién nacida, se marcaron con
anticuerpos especificos flourescentes para visualizar los filamentos de vimentina y
desmina vy se mostrd que las celulas tratadas con acido clofibrico sufren
alteraciones aparentes en ia malla de esos filamentos.

Considerando el papel que juegan los filamentos intermediarios como puntos
de anclaje y que cualquier alteracién en estas proteinas pudieran alterar Ia
organizacion celular de los miocardiocitos, es posible que la disminucién observada
de estas proteinas durante la administracién de estos finmacos sea en parte
responsable de los efectos secundarios cbservados en pacientes.



INTRODUCCION
Las dislipidemias y su tratamiento.

Existen seis clases de lipoproteinas que difieran entre si en cuanto a su densidad,
composicidn de lipidas y contenido de apcolipoproteinas. Las lipoprotefnas se conacen
como: Lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL), densidad intermedia (10L), de baja
densidad (LDL), lipoproteinas de alta densidad (HDL), quilomicrones y remanentes de
quilomicrones. Esta clasificacién se basa en la densidad de lipoproteinas en la
ultracentrifugacion. La siguiente tabla muestra las caracteristicas de las lipoproteinas.

Clase de
Liproproteina Densidad Clases de lipidos Pnncipales apolipoproteinas
Quilomicrones
Y remanentes 1.006 Triglicérido apoB48, apoA-1, apoA-ll,
apoA-1V, apoC-Il/C-lIl, ape-E.
VLOL 1.006 T. enddgenos ApoB-100, apo-E, apoCIl/C- Il
iDL 1.006a1.019 Colesteril ésteres ApaB-100, apo-E, apoCII/C-Ill
Triglicerida
LDL 1.019a 1.063 Calesteril ésteres  ApcB-100
HDL 1.063a 1.210 Colesteril ésteres  apoA-1, apoA-Il,
Fosfolipidos apoC-ll/C-lll

Las lipoproteinas que oontienén ApoB-100 (VLDL, IDL, LDL) transportan lipidos
endogenos desde el higado hacia tejidos no hepatico, los quilomicrones transportan
lipidos de la diela desde el intestino hacia tejidos periféricos y hepaticos, las que
contienen apoA-1 (de alta densidad) ayudan en |a transferencia de l(pidos entre
lipoprotelnas y a transportar colesterol de regreso al higado desde tejidos periféricos
(Witzum J.L., 1997).

La homeostasis del colesterol y triglicéridos se mantiene en el organismo gracias
a un mecanismo complejo en el que intervienen numerosos factores. Entre ellos, la
regulacion del metabolismo de los lipidos, Ja sintesis de lipoproteinas especificas,



receptores celulares de lipoproteinas, enzimas lipoliticas y enzimas transportadoras.
La alteracion de los valores normales de la concentracién sanguinea de alguno de
estos elementos se conoce come dislipidemia (Goldstein y cols., 1983).

El metabolismo de los lipidos consiste en varias fases. El colesterol procede de
la dieta diaria (via exdégena) ¢ es sintetizado por el organismo (via endagena).
Via endgena: En los hepatocitos las Apo-B100 se combinan con triglicéridos y
colesterol y fosfolipidos y se secretan como una lipoproteina de muy baja densidad.
Una vez que las particulas de lipoproteina de muy baja densidad circulan, su
contenido de triglicéndo se hidraliza mediante una lipoproteinlipasa que esta unido al
endotelio de capilares en tejido adiposo y muscular. La lipoproteinlipasa se activa
mediante apoC-ll unida a |la superficie de lipoproteinas de muy baja densidad, y los
acidos grasos liberados pueden entrar a los adipocitos, donde se reestirifican y se
almacenan como trigliceéridos, o al musculo donde se oxidan para obtener energia.

La particula de lipoproteina de muy baja densidad residual es llamada remanentes
de VLDL o lipoproteinas de densidad intermedia (IDL). Estas particulas son
removidas directamente de (a circulacion por los receptores LDL en el higado o
permanecen en el plasma para ser convertidos a lipoprotelnas de baja  densidad
(LDL).

Cuando el higado o los tejidos extrahépaticos requieren mas colesterol aumenta el
numero de receptores de lipoproteinas de baja densidad sobre la superficie celular y
se extrae del plasma mas lipoproteinas de este tipo par medio de la via del receptor
de las mismas. Por el contrario cuando disminuye la necesidad de colesterol, se
aminora la sintesis del receptor de lipoproteinas de baja densidad. La regulacién de la
via del receptor de lipoproteinas de baja densidad hepética es el mecanismo
dominante para controlar las concentraciones de dichas lipoproteinas en seres
humanos (Witzum J.L., 1997).



Via ex6gena: Después de la ingestion de grasa en la dista, los friglicéridos y el
colesteral se absarben hacia las células intestinales coma acidos grasos y colesterol
libre. Dentro de las células de la mucosa del intestino, los acidos grasos se
reesterifican y junto con el ¢colesterof, se incorporan en el centro de unas particulas
llamadas quilomicrones. La cubierta de |a superficie de la particula esta compuesta de
fosfalipidos y apolipoproteinas A-l, A-ll, y A-IV y Apo-48. La Apo-48 es el producto del
mismo gen que codifica para [a ApoB-100 en el higado, la Apo-48 se transcribe, pero
el mMRNA se edita mediante un cambio de citosina por uracilo que produce un codén
de parc prematuro que solo el 48% de la region del coddn del gen se fraduce. Los
quilomicrones entran en plasma por medio del conducto tordcico, donde adquieren
apoC-l/C-ll y Apo-E mediante transferencia y después interactuan con la
fipoproteinlipasa de una manera anéloga a la descrita en la via endégena. En donde
se hidrolizan los enlaces éster y feduce los triglicéridos a acidos grasos libres y
glicerol. Los quilomicranes sin triglicéridos son llamados remanentes de
quilomicrones. Se eliminan con rapidez por €l higado por un proceso mediado paor
receptores en el higado.

Los receptores de quilomicrones remanentes y los receptores LOL son los
responsables de proveer colesterol a las céluias, se cree que otros receptores para
las lipoproteinas de alta densidad (HOL) promueven la interaccion de particulas HDL
can la superficie celular para facilitar la incorporacién de colesterol intracelular por un
transporte eventual al higado donde es excretado y/o convertido en acidos biliares
(Witzum J.L., 1897),



Las dislipidemias han clasificado tal como se resume en la siguiente tabla:

Trastomo Anomalidad de Defecto bioquimico
lipoprateinemia
Hipercolesterolemia familiar LDL (aumenta) Deficiencia en los recepiores
LDL
Defecto de Apolipoproteina B LDL {aurnenta) Mutarie ApoB

Hipercolesteralemia Poligénica LOL (aumerta) Desconocido

Deficiencia de la lipoproteinlipasa Quilomicrones (aumerta) Deficiencia de la

lipoproteinlipssa
Hipertrigliceridemia familiar VLDL (aumenta) Deeconocido ‘
Miperiipemia familiar combinada VLDL, LOL (aumenta) Desconocido

HDL (disminuye)

Todos estos trastomos del metabolismo son los responsables de un proceso
vascular degenerativo conocido como ateroesclerosis (Kannel y cols., 1979, Diaz-
Barreire y cols.,1990). La ateroesclerosis, a su vez, es la causa directa de diversos
problemas de salud, como la angina de pecho, rombosis e infartos. Los infartos de
consecuencias mas graves son los que afectan a drganos vitales como el cerebro o
el corazén (Diaz-Barreiro y cols., 1990).

En México las enfermedades cardiovasculares han ocupado uno de los primeros
lugares como causa de muerte desde 1978 (Diaz-Barreiro y cols.,1990). En cambio,
en otros palses, como Estados Unidos ia mortalidad de origen cardiovascular
muestra una tendencia a disminuir (Diaz-Barreiro y cols.,1990).

La forma mas adecuada para controlar las dislipidemias consiste en madificar los
héabitos alimentarios de la poblacion, diminuyendo la ingesta diaria de huevas, cames
rojas, visceras y grasa de origen animal y sustituyendo esta fuente de energia por



carbohidratos simples y complejos de origen vegetal (Martin D.W. y cols.,1982).
Ademas de una ingesta excesiva de lipidos de origen animal (En Meéxico, por
ejemplo, el consumo diario por persona es entre 400 y 500 mg de colesterol) (Diaz-
Barreiro y cols.,1990), existen dislipidemias que se desarrollan comoc consecuencia
de trastomos metabdlicos que impiden a! organismo el manejo adecuado de
colesterol y de acidos grasos insaturados (Olson y cols., 1988).

En algunos de estos casos no es suficiente una dieta pobre en colesterol.y
acidos grasas insaturados para controlar la dislipidemia. Entonces se recurre al uso
de medicamentos hipolipidemiantes e hipocolesterolemiantes. Estos medicamentos
permiten prevenir la formacion de placas ateromatosas o detener su crecimiento
(Olson y cols., 1988).

Los compuestos hipocolesterclemiantes de uso mas frecuente son el 4cido
nicotinico a dosis de 3-6 g/dia, usados en pacientes con hipercolesterolemia reduce
las concentraciones de LDL hasta en un 20 a 33%, aumenta los niveles de HDL hasta
en un 10 a 20 % y reduce los triglicéridos en plasma en un 20 a 40%. E| hexa hidro
naftalen metil butirato ester hidroxi &cido {lovastatin} es un inhibidor de la 3-hidraxi-3-
metil glutaril-coenzima A-reductasa (HMG-CoA-reductasa), por lo que se impide la
conversion de acide 3-hidroxi-3-metil giutaril CoA a mevalonalo y éste a su vez
participa en la sintesis de colesterol, el resultado final es la diminucién de los niveles
de colesterol en sangre, dejando un incremento compensatorio en el nimero de
receptores de LDL sobre la membrana celular y una estimulacién del catabolismo de
la LDL. El lovastatin actia primeramente en el higado, se cree que la capacidad de
esta droga para disminuir las concentraciones de LDL resulta de un incremento en el
catabolismo de las LDL y una reduccién en la produccion de VLDL. (Bilheimer y cols.
1983; Grundy y Vega, 1885). Algunos derivados de é&cidos fibricos tales como
gemfibrozil, se utilizan en pacientes con hipertrigliceridemia familiar ya que reducen
las concentraciones de ftriglicéridos de un 75-80% (Quilomicrones y VLOL). El
bezafibrato, fenofibrato y cipofibrato son mas efectivos en el tratamiento de la
hipercclesterolemia que el clofibrato y el gemfibrozil.



Se ha propuesto que el mecanismo de accidn del clofibrato consiste en inhibir la
enzima hepética alfa-glicerofosfatodeshidrogenasa, que participa indirectamente en
la sintesis de triglicéridos, inhibiendo a liberacion hepatica de VLDL. Por otra lado se
cree que la reduccién de los lipidos por medio de los fibratos resulta de un
incremento en la actividad de la lipoprofeinlipasa, aumentando el catabolismo de la
LDL y reduciendo la sintesis de VLOL (M. Chevais, 1980). Sin embargo el mecanismo
por el cual disminuyen (os niveles de lipidos y aumentan la HDL (lipoproteinas de alta
densidad) no esta muy claro (lllingworth, 1991).

Dentro de los principales efectos secundarios no deseados de estos

medicamentos se encuentran la miolisis, miotonia, arritmia ventricular, arritmia artrial,
dolor muscular generalizado y problemas gastrointestinales.

Estructura quimica de las drogas.

CLOFIBRATO
G

Cl -0—(}—000 CaHs
CH,

AC. CLOF{BRICO {metabolito activa)
g

{2 0L oo

CH;,
Formula estructural del clofibrato y el acido clofibrico.



Antecedentes directos.

El clofibrato ha sido utilizado desde 1962 por Thorp y Waring quienes
observaron una disminucion de lipidos séricos en ratas. En 1967 este medicamento
fue aprobado en Estados Unidos para uso en humanos. Su metabolito activo es el
acido cloflbrico, conacida también con el nombre de acido 2-(p-
clorofenoxyisobutirico, CPIB) (Bettoni G., y cols., 1987).

En afos recientes se han visto incrementadas mas de diez veces las
prescripciones para los medicamentos que disminuyen la concentracién de lipidas
s6ricos en sangre, con mas de 26 millones en 1992 solo en Estados Unidos (T.B.
Newman, 1996). El resultado de la informacion recabada por estos autores indicéd que
todos los derivados de acidos fibricos causaron cancer en roedores y enfatizan que
deben ser considerados como cancerigenos potenciales y que sugieren que la
utilizacion de estas drogas debe examinarse enérgicamente sobre el punto de riesgo-
beneficio. Aunque es incierta la extrapolacion de carcinogénesis en humanos deberia
considerarse en un momento dado la utilizacién de estos medicamentos.

En 1978 un grupo de investigadores cuyo principal objetivo era la prevencion de
enfermedades cardiacas, llevé a cabo un seguimiento de pacientes a los cuales se
les administré clofibrato durante 4 afios. Observaron un incremento significativo de
un 11% en la mortalidad por causas diferentes al infarto comparado con el control.
Dentro de las principales causas de muerte observaron problemas de neoplasias
malignas y alteraciones respiratorias, entre otras (Report of the Committee of
Principal Investigators, 1984). A partir de estos resultados, la utilizacion del clofibrata
ha disminuido paulatinamente hasta la fecha, sin embargo la utilizacién en general de
los &cidos fibricos continua siendo necesaria.

A.L..Gould , y cols.,, en 1995 llevaron a cabo un experimento durante dos afios
en humanos, en esta investigacion, 0s pacientes se dividieron en grupos a los cuales
se les administré gemfibrozil, clofibrato u hormonas, observando que con los fibratos



se increment6 la mortalidad un 30 % por causas nc cardiacas y disminuyd un 13 %
la mortalidad por problemas cardiaces. Y con hormonas incrementé la mortalidad

27 % por problemas cardiacos y la mortalidad total aumentd un 33 % por causas
diferentes. Con estos datos concluyeron que la disminucion de colesterol fué
benéfica, pero los efectos adversos de los derivados de acidas fibricos y hormonas
incrementan el riesgo de mortalidad por causas no cardiacas.

En un estudio clinico se encontré que 10 pacientes con dislipidemia tratados
diariamente con 800 mg de gemfibrozil, por 4 semanas tuvieron una reduccién
significativa en la retencion de plaquetas sobre columnas de vidrio y hubo una
tendencia hacia una disminucion en |a coagulacién inducida por ADP, adrenalina ¢
colageno. Este trabajo sugirié que el gemfibrozil no sélo commige la dislipidemia sino
que también puede contrarrestar la coagulacion acelerada que suele observarse en
aigunos tipos de dislipidemias. Una situacién similar parece ocurrir con el clofibrato
(Todd P.A. y cols., 1988).

Por otro lada, en ratas tratadas durante dos semanas con clofibrato, bezafibrato y
ciprofibrato a dosis de 0.3%, 0.1% y 0.016% respectivamente suplementada en el
alimento, se observd que al ester de colesteril en los microsomas disminuyé un 60 %
en los animales tratados con bezafibrato y ciprofibrato comparado con los testigos no
tratados; no se encontraron diferencias para los animales fratados con clofibrato
(Stahlberg, D. y cals.,1989).

Se ha observado que en ratas tratadas con una sola dosis de clofibrato de 400
mg /kg aumenta la masa del higado y la activacidn en la sintesis de DNA (J. Seifert y
cols., 1987). El aumento en el peso del higado por efecto del clofibrato también se
ha observado en perros, monos y humanos y se ha propuesto que el responsable de
este efecta no es el clofibrate, sino su principal metabolito, el cido clofibrico (Plait
D.S. y cols., 1966). Este aumento en el peso del higado { con una proliferacion de la
actividad de enzimas peroxisomales como catalasa, glicerofosfato aciltransferasa,
camitina acetiltransferasa, enail coenzima A hidratasa) y la hepatomegalia, |a cual
esta relacionada con la induccién del neoplasias hepaticas en animales, también se



observd en roedores, principalments ratas, a las que se les administraron
gemfibrozil o clofibrato (Todd P.A., 1988, Platt D.S. y cols., 1966, Yi-Han Chang , y
cols., 1967).

La importancia de peroxisomas es evidente por el heche de que su ausencia ©
la disfuncionalidad de una © mas enzimas peroxisomales es invariablemente fatal.
Los peroxisomas son organelos citoplasmaticos de membrana simple presentes en
la mayoria de las células animales y plantas. Aunque existen en varios tejidos son
mas abundantes en el higado y rifion. Estdn involucrados en un nimero de funciones
esenciales celulares como 1a respiracion celular, gluconeogenesis, metabolismo de
lipidos.

Se ha establecido que el 4cido clofibrico se une en un sitio especifico de la
albdmina, este sitio es el mismo que es acupado por factores enddgenos tales comao
la androsterona, la L-tiroxina, el fosfato de piridoxal, acidos grasos no esterificados y
el L-triptofano. También se ha demostrada que la tiroxina es desplazada por el écido
clofibrico en el higado y asi potencia los efectos hepéticos de hormonas end6genas
principalmente los esteroides. Ademas, se observd que la tiroidectomia en ratas se
evitd el efecto del acido clofibrico, se postula entonces que a hipertrofia del higado
en ratas es debido a una respuesta no especifica a los compuestos lipido-solubles en
general (Platt D.S. y cols., 1966).

También ha sido investigada la influencia del clofibrato sobre el metabolismo de
glucosa y ATP en musculc cardiaco y esquelético de ratas encontrando que después
de tres semanas de expesicion, el glucégeno disminuye al igual que los niveles de
ATP (Wilkening, J., y cols.,1978 ). Ademas, el clofibrato es capaz de disminuir la
conductancia al idn cloro tanto de membranas de misculo, cardiacas, asl como de
otro lipo de membranas, se cree que la droga se une a sitios especificos o receptores
que pueden regular el flujo del idn cloro, de esta manera puede desencadenar un
incremento en la excitabilidad de la membrana llevéndolo al estade miotSnico, lo cual
se manifiesta por una contraccion muscular lo que provoca dolor muscular y
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debilidad (Bettoni G. et al 1987). Este compuesto ademas produce miopatia en ratas
y en el hombre (1877, Kwiecinski H., 1988, Afifi AK. y cols., 1984).

El clofibrato administrado a ratas macho Sprague Dawley a dosis de 300 mg/kg
de peso, diariamente por 40 dias, produce algunos cambios sobre el perfil protéico
de membrana de eritrocitos (un incremento en la R-espectrina, una disminucion en
las ankirinas, proteina 4.1 y proteina 6), (Morales-Aguilera y Sampayo-Reyes, 1993)
asl como también (equinocitos) alteraciones en la forma y menor resistencia
osmética, por lo que estas proteinas podrian tener una expresion sobre las
propiedades funcionales (Sampayo-Reyes y Morales-Aguilera, 1984). Debido a estos
cambios, se piensa que estas drogas pudieran estar alterando también las proteinas
del citoesqueleto de otro tipo de células, principalmente en el corazén.

importancia de la vimentina y desmina con el citoasqueleto.

.La habilidad de células eucariotas para adoptar una gran variedad de formas y
llevar a cabo movimientos coordinados depende de una malla compleja de filamentos
de proteinas que se extienden en todo el citoplasma. Esta. malla es llamada
citoesqueleto, tiene una estructura dinamica responsable de los movimientos y forma
celular, también en la divisidn celular y algunas respuestas al medio ambiente. Las
actividades diversas del citoesqueleto dependen basicamente de tres tipos de
estructuras filamentosas: filamentos de actina, microtibulos y filamentos
intermediarios (Fl). Cada tipo de filamento esta formado de subunidades de proteinas
diferentes. Por ejemplo, actina para los filamentos de actina, tubulina para los
microtdbulos y la familia de proteinas fibrosas relacionadas con la vimentina o famina
y desmina (Geraki Karp, 1987, Bruce Alberts, 1994).

El citoesqueleto de las células animales esta parcialmente compuesto de una
malla de filamentos intermediarios (Fl) de proteina, los cuales mantienen la estructura
celular. Los filamentos son polimeros de polipéptides fibrosos. Una gran variedad de
formas de tejidas especificos difieren en el tipo de polipéptidos: polipéptidos de
queratina para células epiteliales, neurofilamentos para células nerviosas, filamentos
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gliales para astrocitos y células de Schwann, filamentos de desmina para c€lulas
musculares y filamentos de vimentina para fibroblastos y de otros tipos de células. Las
laminas nucleares, las cuales forman laminas fibrosas en la envoltura nuclear, son
una familia separada de filamentos de proteina intermediarios que estan presentes en
todas las células eucaribticas. Estos filamentos también predominan en las zonas
tales como las bandas Z del citoplasma de los sarcomeras, los cuales estan sujetos a
tension mecanica y son los componentes mas estables del citoesqueleto y al mismo
tiempo los menos solubles de todas las estructuras ¢elulares (Gerald Karp, 1987).

Los polipéptidos de los diferentes tipos de filamentos difieren en la secusncia de
aminoacidos y tienen pesos moleculares muy diferentes, pero contienen un dominio
central que forma una estructura rigida cuando forman dimeres. Las subunidades de
dimerog se asocian unas con otras para formar los fitamentos intermediarios. La
variacién de estos polipéptidos y su asociacibn con otros componentes celuiares
permite explicar las propiedades mecdnicas de {os filamentos requeridos de un tipo
panticular de células (Gerald Karp, 1987, Bruce Alberts, 1984).

Los filamentos que contienen desména, una proteina de 53 kDa, se encuentran en
células musculares de tipo esquelético cardiaco y liso. La funcidon de las células
musculares depende de un ensamblado sumamente organizade de filamentos
contractiles y se ha sugerido que la desmina sirve como un integrador espacial de los
diferentes componentes de la célula muscular en una unidad funcional capaz de
acortarse (Gerald Karp, 1987, Bruce Alberts, 1994).

Los filamentos que contienen vimentina son los mas difundidos, esta proteina de
§7 kDa se encuentra en la mayor parte del cuerpo, a menudo estas proteinas
interconectan {a envoltura nuclear y la membrana plasmatica. Esto ha dado lugar a la
sugerencia de que estos filamentos pueden participar en €l soporte del nucleo y en el
mantenimienta de su pasicién dentro de la célula. Cabe ademas mencionar que los
filamentos de desmina y vimentina pueden copolimerizar a fin de formar los filamentos
intermediarios (F1) que contienen ambos tipos de subunidades (Gerald Karp, 1987).
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Los dimeros de desmina y vimentina se asocian en forma paralela. Las
subunidades proleicas de estos filamentos son alfa hélices organizadas como
tetrameros, uniéndose de dos en dos, cola con cola (Quinlan-R.A., y cols., 1986).

En cultivos de embridn de poallo in vitro tratados con 4cidos fibricos como &
gemfibrozil, el fenofibrato y €' bezafibrato a una concentracion de 0.1% W/, se ha
observado que producen cambios en la concentracién de vimentina y desmina, El
gemfibrozil incrementa en 26% y 10% el contenido en el citoesqueleto de vimentina y
desmina respectivamente. En cambio cuando las células se tratan con fenofibrato el
contenido de vimentina y la desmina disminuye en un 13% y 4% respectivamente, en
cultivos tratados con bezafibrato la desmina se aumenta un 17%, mientras que la
vimentina no muestra cambios significativos con respecto al control (Gonzéalez FJ. y
cals., 1991).

En otro trabajo las células de miocardiocitos de pollo cultivadas, tratados 6 y 24 h
con derivados de écido fibricos como el bezafibrato (10 yg/ml), gemfibrozil (23 ug/mil)
o fenofibrato (30 yg/ml) se pudo observar que se alteran las proteinas celulares y
subcelulares. El bezafibrato y fenofibrato produjeron un incremento en |a
concentracién de alpha-actinina, troponina T y tropomiosina, en ambas fracciones,
mientras que el gemfibrozil no alteré estas proteinas. Dado el importante papel de
estas proteinas sobre la contraccion del misculo cardiaco y los cambios inducidos
por derivados de acidos fibricos, se piensa que las alteraciones de algunas de estas
prateinas pueden estar relacionados con los efectos secundarios de estas drogas
sobre el corazédn (Velez-C. y cols., 1993).

El citoesqueleto de las células musculares, incluyendo a las cardiacas contienen
actina, vimentina, desmina y tropomiosina (Kocher-Q, y cols., 1985). Estas protelnas
se han estudiado con detalle en ratas, durante su desamolla embrionario; a los 18-20
dias de gestacion, y después del nacimiento, alos S5y 14 dlas de edad o alas § a 12
semanas de edad. Se ha observado que las células cardiacas de animales recién
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nacidos se replican activamente, mientras que er el adulto la replicacidn es minima.
Se sabe que el contenido de actina, vimentina, desmina y tropomiosina incrementa
gradualmente desde que un animal esta en gestacion hasta que es adulto, en sus
células cardiacas. Por otro lado, el numero de células que contienen desmina se
incrementa de 13% en ratas fetales a $1% en ratas adultas ( Kocher-O, y cols., 1985).

En otros experimentos realizados per Nikkari, y cals., 1990 también se han
demostrado cambios en la composicion de proteinas del citoesqueleto y proteinas
contractiles de células de masculo de rata de aorta durante la edad a 4, 12,30y 36
meses y se observé que la cantidad de miosina y desmina disminuyeran con la edad,
mientras que |a actina y vimentina permanecieron sin cambias.

En cultivos pnimarios de células de musculo liso aisladas de miometrio de rata
adulta, se han observado algunas alteraciones en la estructura y organizacion del
citoesqueleto asocidndose al crecimiento. Mediante tinciones especificas para
vimentina y desmina se encontré que los cultivos reaccionan a los filamentos de
desmina solaments dentro de los primeros dias y més tarde en los siguientes dias los
cultivos expresan la vimentina; cinco dias mas tarde son positivos a ambas proteinas,
pasteriormente la tincién para la desmina disminuye, mientras que para la vimentina
aumenta. Todos estos cambios sugieren que dependiendo del tiempo de desarrollo de
las células, éstas contienen proporciones diferentes de esas protelnas (Palmberg L. y
cols.,1986).

Usando anticuerpos contra vimentina o desmina acoplados a marcadores
fluorescentes se ha observado en células cardiacas que la vimentina y la desmina
san organizadas como estructuras filamentesas orientadas longitudinalmente. Estas
proteinas probablemente proveen una malla que facilita el ensamble de miofibrillas,
involucrados en la organizacion de organelos citoplasmicos celulares manteniendo la
posicion del ndcleo en el citoplasma de la célula (Nag AC, y cols., 1986).
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Los filamentos de desmina son considerados como marcadores de la
diferenciacion celular; algunos autores han usado anticuerpos monoclonales
especificos para caracterizar la expresién de desmina durante las fases de
maduracion del corazén y han demostrado que existe una relacién directa entre la
expresion de esta proleina y el desarrollo de miocardiocitos. Observando que en
miacardiocitos auriculares la desmina estd presente en los estados de desarrolio
tardios (Muros Ma, y cols., 1990).

Se han llevado a cabo también una serie de experimentos en donde se
determinaron la cantidad y distribucién de la tropanina de cultivos de miocardiocitas
de embridn dé pollo, encontrando que en el estado embrionario la acumulacién de la
troponina T se incrementa significativamente después de 8 dias de cultivo (Velez C. y
cols., 1992). Otros investigadores han determinado cambios en cultivos celulares de
miocardiocitos de embridn de pollo de 14 dias y se abserva que la tropomiasina es
mas abundante en la fraccién citoplasmatica que en la fraccién det citoesqueleto
(Muros MA. y cols., 1992).

Se han realizado estudios para determinar la concentracién de tropomiosina, actina,
desmina y vimentina de miocardiocitos de pollo tratados con 12-0- tetradecanoyl-
phorbol-13-acetate (TP A), S-azacytidine (AZA gamma interferon (INF) y diacylglicerol
(DAG). Estos tres agentes madifican la distribucion de las proteinas tropomiosina y
actina, incrementando su concentracion citoplasmica y disminuyendo su
concentracidn en el citosol (Muros MA. y cols., 1994),

Basandose en estos antecedentes se piensa que los derivados de los &cidos
fibricas pudieran modificar de alguna forma la organizacién y el contenido de algunas
proteinas del citoesqueleta de los miocardiocitas de ratas. Estas alteraciones pudieran
a su vez estar relacionadas con algunos de los efectos secundarios de estos
farmacaos.
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Cultivos celulares. En los ultimos afos los .modelos in vifro han cobrado una
extraordinaria importancia y la tendencia a usarios ha sido en forma ascendents.

Los cultivos celulares in vifro se utilizan ampliamente; mientras que las lineas
celulares establecidas pueden cultivarse indefinidamente. Otras modelos in vivo tienen
un tiempo de vida limitado. Los cultivos celulares primarios ofrecen varias ventajas
sobre las pruebas in vivo: un daiio celular puede ser detectado antes de que el dailo
en el tejido completo esté presente, ademas, las complicaciones introducidas por
influencias hemodinamicas son eliminadas. Existe una gran variedad de tipos de
investigaciones llevadas a cabo mediante cultivos celulares tales como: 1) Actividad
intracelular. Replicacion y transcripcion del dcido desoxiribonucleico (DNA), sintesis de
proteinas, metabolismo de energia. 2) Flujo intracelular. Movimiento del RNA del
nucleo al citoplasma, receptores de hormonas, metabolitos. 3) Infeciones,
transformacidn inducida ya sea viral o quimica, acciéon de drogas, respuesta a un
estmulo externo, secrecion de productos especializados. 4) Interaccion célula-célula;
Uniones celulares, etc.

Sin embargo existen algunas desventajas; las técnicas de cultivo debe ser
llevada a cabo bajo estrictas condicionas de esterilidad ya que el crecimiento de
celulas animales es mucho mas lento que algunos contaminantes como bacterias,
hongos y levaduras. Diferente a algunos microorganismos |0s cultivos celulares
requieren de un medio ambiente complejo para su sabrevivir. El costo de produccion
de cultivos celulares es mayor que cuando se utilizan animales completos; ademas de
los materniales de laboratorio se requiere personal entrenado y calificado para
desarollar estas técnicas. Por otro lado, la inestabilidad con algunas [meas celulares,
ain cuando pueden ser geneticamente estables, la poblaicon puede ser heterogenea y
puede producir variabilidad de un cultivo a otro.

Las técnicas para el cultivo de células estan bien establecidas. Se cultivan en
cajas de poliestireno o© vidrio, en medios de cultivo de composicidn definida y se
controla la tensidn de CO2, humedad y temperatura (Tarloff y Goldstein, 1994). Por
éllo 1os sistemas de cultivos celulares han sido utilizadas como medelos celulares para
estudiar la cardiotoxicidad inducida por drogas ya que e! desarrollo de marcadores de
citotoxicidad facilita la evaluacién de dafios inducidos éllas (D. Acosta y cols., 1975).
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IMPORTANCIA Y ORIGINALIDAD.

El uso del clofibrato como agente hipalipidemiante, tiene efectos secundarios
no deseados, tales como la arritmia ventricular, miglisis, miotonia y dolor muscular
generalizado que pueden causar prablemas de salud a mediano o a largo plazo.

A pesar del uso generalizado del clofibrato, sus efectos a nivel celular no
estan bien definidos. Una de las posibles causas de los efectos colaterales scbre el
corazdn es la modificacidn que este tipo de drogas produce sobre el Citoesqueleto.

Se tiene conocimiento que el acido clofibrico produce alteraciones en el
citoesqueleto de miocardiocitos de aves pero se desconoce si ocurren también en
mamifero. Por éllo es importante conacer los efectos del clofibrato y del 4cido
clofibrico sobre miocardiocitos de ratas y directamente sobre cultivos primarios de
miocardiocitos en experimentos i viiro, ya que el acido clofibrico es el metabolito
activa de muchos agentes hipolipidemiantes.

Estos conocimientos podrfan servir de base para relacionar las alteracianes
del citoesqueleto con los efectos no deseados de! acido clofibrico y favorecer el
diseflo de nuevos medicamentos, con los mismos efectos benéficos pero con
menares efectos téxicos.

HIPOTESIS.

El acido clofibrico y el clofibrato son capaces de alterar el contenido de
vimentina y desmina del citoesqueleto de miocardiocitos en ratas tratadas con los
compuestos mencionados.

El acido clofibrico, ademas es capaz de producir alteraciones in vitro sobre
cultivas primarios de miocardiocitos de rata.



OBJETIVOS

a. Objetivo general

Determinacién in vivo e in vitro del efecto del clofibrata y del &cido
clofibrico sobre el contenido de las proteinas vimentina y desmina en el
citoasqueleto de miocardiocitas de rata.

b. Objetivas especificos.

1.- Establecer en el laboratorio la técnica para aislar, identificar y cultivar
células de miocardiocitos de rata recién nacida.

2.- Establecer en el laboratorio los métados para separar e identificar

vimentina y desmina de miocardiocitog de rata Sprague Dawley.

3.- Determinar las posibles alteraciones de la distribucidn y organizacién de
vimentina y desmina en el citoesqueleto de cultivos primarios de

miocardiocitos de rata.

4 .- Conacer ias posibles alteraciones en el contenido de vimentina y desmina
de corazones de ratas tratadas con clofibrato o acido clofibrico.

17
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MATERIALES
1.-EQUIPO.

Agitador mecénico con temperatura controlada (New Brunswick Scientific, USA).
Balanza analitica (Sartorius).

Botellas de cultivo de 25 cm2 de superficie y tapon de rosca (Falcon C-A. |A)
Cajas para cultivo de poliestireno.

Centrifuga (Damon /IEC, USA) B-20 A (rcihgerada), rotor 289.

Centrifuga refrigerada (SORVALL, USA).

Equipo de electroforesis (Bio-Rad, USA).

Equipo de diseccion.

Espectofatometro Carl Zeis.

Fuente de poder (CAMAG).

Hematimetro (American Optical Scientific Instruments Div USA).
Homogenizador mecanico tipo Elvejem-Potter

Incubadora de CO2 National, USA)

Lector de microplacas. EIA multi-well- reader (SIGMA, USA).

Micropla}:as de poliestireno de fondo plano con 6 pozos (SIGMA, USA).
Microplacas de poliestireno de fondo plano con 96 pozos (SIGMA, USA).
Microscopio compuesto (Carl Zeiss).

Microscopio de epifluorescencia con filtros para DAPI, FITC/rojo Texas, Mod. Standard
25.

Microscopio invertido Madelo "D (Carl Zeiss).

Placa de calenlamiento (CORNING, USA, USn).

Potenciémetro (Beckman Century SS-I).

Refrigerador (congelador) a —20 ° C.

Termo-Bafio (Felisa).

Vortex (Thermolyne~ USA) T-37600 .
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2.- MATERIAL BIOLOGICO.

in vitro: Se utilizaron ratas macho Sprague Dawley de 3 a 5 dias de nacidas.
In vivo: Se utilizaron ratas macho Sprague Dawley de 20 dias de nacidas.
3. ORIGEN DE LOS REACTIVOS.

Biorad. Kit [| para determinacién de protelnas.

Difco Laboratories (Detroit, Michigan, USA)Tripsina.

ICl de México, Ciofibrato.

J.T. Baker (México): Alcohal etilico absoluto, Alcohol metilico, Bicarbonato de sodio.
Lakeside S.A. (México) Penicilina, Sulfato de estreptomicina.

Merck de Alemania: Rojo de fenol, Cloruro de sodio, Sulfato de magnesio, Acido
acetica).

Reactivos Monterrey Mexico: Hidroxida de sadio, Hidrdxido de potasio, Fosfato
monobésico de potasio, Fosfato dibasico de potasio, Acido clorhidrico, Cloruro de
calcio, Cloroforme, Metanol, Cloruro de manganeso.

Sigma Chemical Co. de St Louis, Missouri, US: Dodecil sulfato de sodio, Glucosa,
Trisma base, Glicina, MTT (Bromuro de 3-|4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazolio),
PMS (Metasulfato de Fenazina), Tritén X-100, PPO (2,5, Difeniloxazol), Marcadores de
peso molecular, Acrilamida, Bis-acrilamida, Lauril-sulfato, Persulfato de amonio, 2-
mercaptoetanol, azul de bromofenol, TEMED (N'N'N'N'-Tetrametietilendiamina),
Amortiguador de muestra, Amortiguador concentrador, Amartiguador separador,
Amortiguador de electrodo, Medio de Cultive CMRL 1068, B-arabino furanoside, acido
clofibrica, suero de bovino fetal y suero de caballo, Anti-desmina D-8281 y Anti-
vimentina V4630, Azul brillante de Coomassie R-250, Colageno, Trifosfate de
Adenosina (ATP), Isopropanol, Tween-20, loduro de propidium, BCIP/NTB tabletas
(sustrato $-Bromo-4-chltoro-3-Indotyl-phospate/Nitra azul de tetrazolio).

Sigma Immuno Chemical Anti-ratén IgG-fosfatasa alcalina, Anti-raton igG-
flouresceina.

Tecnica Quimica (México) Cloruro de potasio.



METO0O0S

Lavado del material.

E! material de vidrio para cultivo se remoaja por ic menas 24 h en Cloralex* al
1% en agua de la llave, se talla con escabillon y se enjuaga 4 veces con agua de la
llave. Se pasa a 4cido clorhidrico diluido al 1% con agua de la llave y se talla con
escobillon. Se enjuaga vigorosamente con agua de [a llave y después se enjuaga tres
veces con agua destilada. Las pipetas servlbgicas corias (Bellco Glass Inc. N.J., USA)
y las pipetas Pasteur se remojan en PCC-54"F al 1% en pipeteros de polipropileno
(Nalgene Labware Division, N.Y., USA) al menos por 12 h y después se enjuagan con
agua de la llave en un sifén para lavar pipetas (Nalgene Labware Division, N.Y., USA)
por 2 h.

Esteorilizacion.

El matlenal de vidric se coloca boca abajo en canastillas metdlicas y se seca en
horno a 200 °C. Los bulbos usados se colocan en frascos de vidrio con boca ancha y
tapa de rosca. Se esterilizan en autoclave por 15 minutos a 15 libras de presién.

Composicion y preparacién de soluciones.

Acido clorhidrico 0.04 M en isopropanocl (lsopropanol icido).

Se mezclan 1680 ul de HCI 12.5 M con 49.84 ml de isopropanol. Se almacena a
temperatura ambiente.

Almacenamiento del medio de cultivo CMRL 1086.

Antes de usar el medic se completa con 10 ml de suero fetal de bovino para tenerlo
a una concentracion de 10% y 10 ml de suero de sangre de caballo para tenerlo a una
concentracidn de 10% los cuales deben estar estériles y descomplememtados.
Posteriormente se colocan los frascos a 37 °C por 48 h en prueba de esterilidad y se
almacena a 4 "C hasta su uso.
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Amortiguador de pH isoténico de tria Salino TD (1X).

Se pesan 8.0 g de NaCl, 3.75 g de KCl, 0.1 g de Na;HPO,y 3.0 g de Trisma
base. Se disuslven los componentes en 800 ml de agua desionizada. Se agregan 15
ml de HC! 1N y se deja en agitacion hasta que la solucidén adquiera la temperatura
ambiente (aproximadamente 15 min). Se ajusta el pH a 7.4 con HCI 1 N y se afora a
1000 ml con agua desionizada. Se distribuye en frascos de vidrio, cada uno con 50 ml
y se esterilizan en autoclave por 15 minutos a 15 libras de presion. Se almacena a
temperatura ambiente.

Amortiguador de pH (Buffer F).

Se prepara la solucién Tris 2mM, CaCl; 0.2 mM, ATP 0.2 mM, 2- Mercaptoetanol
0.2mM, se ajusta el pH 8.0 y se le agrega Triton -X-100 0.1% inmediatamente antes
de su uso.

Colageno (solucién).

Se pesa 1.0 mg de colagena y se disuelve en 10 mil de &cide acético 0.1 M, lo
que equivale a paner 60yl de 4cido acético aforar a 10 ml de agua, esta solucidn se
disuelve de 2-3 h a temperatura ambients.

En un tubo de vidric se agrega 1 ml de cloroformo y se afiade la solucién de
colageno (10ml) en la parie superior. La cantidad del cloroformo debe ser 10% del
volumen de la solucion del colageno. Se dejar reposar 18 h a 4°C. Asépticamente se
remueve la capa conteniendo el colédgeno y se coloca en un tubo estéril.

Se cubren perfectamente las cajas con la solucién de coldgeno estéril y se
dejan 8 h a 37°C o toda la noche a 2-8 °C, posteriormente se remueve el exceso de
coldgeno y se deja secar toda {a noche. Al momento de utilizar las cajas de cultivo se
enhjuagan con agua esteéril.



Elecroinmunotransferencia (Saluciones),

Amortiguador de transferencia. Se prepara la solucion de TRIS-base 24.8mM, glicina
192 mM, Metanol al 10% y se ajusta el pH 8.3.

Solucién bloqueadora. Se »repara la solucién Tris 20 mM, NaCl 0.9%, leche sin grasa
10% se agrega justo antes de su uso.

Amortiguadar Tns Salino (TBS). Tris 20 mM, NaCl 500 mM a pH 7.5, se almacena a
4°C.

Amortiguador Tris -Salino-Tween (TT8S). Tris 20 mM, NaCl 500 mM a pH 7.5 con
Tween-20 0.05%, se almacena a 4°C,

Anticuerpo pnmario (anti-vimentina o anti-desmina) a una concentraciéon de 1:100
diluido en TBS.

Anticuerpa Secundario,

( 19G anti-ratén fosfatasa alcalina) a una concentracion de 1:250 diluido en TBS.

Estéindar de Seroalbimina Bovina de 1 mg/mi.

Se pesan 0.01 g de sergalblmina bavina grado RIA y se disuelven en 10 ml de agua
Milli-Q. Se distribuyen en fracciones de 1 ml en tubas eppendorf y se almacena a -70°
hasta su uso.

Solucidn de NaCl 40 mM.
Se pesan 2.33 g y se afora en un litro de agua.

Geles de Poliacrilamida (soluciones).

Paliacrilamida (30:0.8). 28.2 g de acrilamida y 0.8 g de bisacrilamida se disuelven y se
aforaran a 100 ml con agua, la sofucidn se filtra y se almacena en un frasco obscuro a
4°C hasta su uso.

SOS al 10 %. Se pesan 10 g de docedilsulfato de sodio y se disuelven en 100 ml de
agua.

Amortiguador Tris pH 8.8. Se pesan 8,165 g de trisma base se disuelven en 100 mi
agua y se ajustael pH a88.
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Amortiguador-Tnis pH 6.8, Se pesan 6.055 g de trisma base se disuelven en 100 mi de
agua y se ajusta el pH a6.8.

Parsulfato de amonic 10 %. Se pesan 0.1 g de persulfato de amonio se disulven en 1
ml-de agua.

TEMED comercial.

Amortiguador de camara. Se mezclan 28.82 g de glicina, 6.04 g de trisma base y 1 ml
de SDS al 20 % y se aforan a 2000 ml de agua.
Amortiguador de mussira. Se mezclan 0.45 g de trisma base, 1.2 g de SDS, 6 ml de
glicerol, 0.06 g de azul de bromofenaol en 21 ml de agua.

Solucion Fjadora y decolorante, Se mezclan 400 ml de metanol, 100 ml de acido
acético y 500 ml de agua.

Solucién colorante. Se pesan 0.1g de azul brilante de Coomassie R250 y se
disuelven en 100 ml de la solucién fijadora.

Gel de poliacrilamida al 8y 10 %.

Gel Concentrador (8 %). Se hace una mezcla de las siguientes soluciones;

Agua (5.42 ml), Amortiguador pH 6.8 (1.25ml), Acrilamida-bis-(2.6ml), SDS 10%
(0.1ml), Persulfato de amonia (0.1 ml) y TEMED (0.01 mi).

Gel Separador (10%). Se hace una mezcia de las siguientes soluciones;

Agua (4.81 ml), Amortiguador pH 8.8 (1.25ml), Acrilamida-bis (3.3ml), SDS 10%
(0.1ml}, Persulfato de amanio (0.1 mi) y TEMED (0.01 mi).

Mezcla de antibioticos 100 X (Penicilina 200,000 Ul: Estreptomicina 0.5 g).

La mezcla se prepara a partir de frascos de Penicilina G-sddica cristalina
(Lakeside) de 1X10° unidades y sulfato de estreptomicina (Lakeside) de 1 g. Se
disuelven los componentes en forma individual en 2 ml de agua desionizada. Se
toman 0.4 m! del frasco de penicilina y se mezclan con 1 ml de la solucion de
estreptomicina, esta mezcla se afora a 100 ml con agua desionizada y se esterliza par
filtracidn. Se almacena en fracciones de 10 ml en tubos estériles con tapén de rasca
a-20 °C.



MTT (Bromuro de 3-[4,5-dimetiltiazol-2-il}-2,5-difeniltetrazolio) a 2 mg/ml.

Para 10 ml se pesan 0.02 g de MTT y se disuelven en SSB. Se esteriliza por
filtracion con filtros de 0.22 p y se coloca en un tuba de vidrio estéril. Se almacena a -
20 °C, cubierto con papel de aluminio para prategerlo de la oxidacién catalizada por la
luz.

Preparacién del medic de cultivo CMRL 10686,

El contenido de un frasco con 9.6 g (Sigma.} se disuelve en 800 ml de agua
desionizada conteniendo 2.8 pg /ml de B-arabino furanoside y posteriormente se
afiaden 2.2 g de NaHCQ;. Se ajusta el pH a 6.8 con HCl 1 N y se agregan 10 ml de
una mezcla de penicilina-estreptomicina 100 X. Se afora el volumen a 1000 ml y se
esteriliza por filtracién a través de membranas de nitrocelulosa con didmetra de poro
de 0.22 p (Millipore Corporation, Bedford, MA. ,USA). Se divide en fracciones de 80 ml
en botellas de vidrio estériles, con tapdn de rosca. Se colocan los frascos a 37 °C por
4B h en prueba de esterilidad y se almacenana4 °C hasta su uso.

Preparacién de las drogas:

Para cultiva de células. _
Acido clofibrica. Pesar 0.021 g disalverlas en un litro de media de cultivo libre de
sueros esterilizar por filtracion. Para tener una concentracion final de 0.1 mM.
Para tratamiento de las ratas.
Clofibrato. Se disuelve una cépsula (0.30 ml) de una concentracién de 600, en 1.7
mi de propilenglicol para tener 300 mg/ml.
Acido cloffbrico. Se pesan 300 mg y se disuelven en un mi de propilenglicol.

PMS (Motasulfato de Fenazina) [3.5 mg/mif].

Para 10 ml se pesan 0.035 g y se disuelven en agua desionizada. Se esteriliza por
filtracidn con filtros de 0.22 y y se coloca en un tubo de vidrio estéril. Se almacena a -
20 °C, cubierto con papel de aluminio para protegerio de la oxidacién catalizada por la

luz. ?
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Rojo de fenol (solucidn al 1 %). .

Se pesa 1 g de rojo de fenol y se disuelve en € ml de NaOH 1N, se afora a 100 mi
con agua desionizada. Se filtra a través de pape! Wahtman #.1 y después se esteriliza
por filtracién con membranas Millipore de 0.22 . Se almacena a -20 °C.

Solucion amartiguadora de fosfatos (PBS).

Se pesan 6.5 g de NaCl, 2.8 g de K;HPQ, y 0.5 g de KH,PO,. Se disuelven estos
componentes en 800 mi de agua desionizada y se ajusta el pH a 7.4 con NaOH 10N
y se afora a 1000 ml. Se distribuye en frascos de vidrio de 100 mi y se esteriliza en
autoclave por 15 min a 15 libras de presién. Se aimacena a temperatura ambiente.

Solucién Salina Balanceada de Hanks SSB (1X).

Se pesan (.07 g de CaCl;, 1.0 g de Glucosa, 7.2 g de NaCl, 0.4 g de KCl, 0.2 g de
MgSOys . ¥ 0.12 g de Trisma base. Se disuelven 10s companentes en 800 ml de agua
desionizada y se ajusta el pH a 7.0 con HCL 5 N. Se afora a 1000 ml. Posteriormente
se ajusta la asmolaridad a 300 + 10 mOsm con NaCl. Se estriliza por fiitracién y se
distribuye en fracciones de100 ml en frascos de vidrio, estériles con tapdn de rosca.
Se almacena a - 20°C.

Suero fetal de bovino y de caballo. Descomplementacion y almacenamiento.

El suero se obtiene de Sigma, el suero se sumerge en bafio maria a 36 °C hasta
descongelario y se incuba a 56 °C por 30 minutgs. Se distribuye en alicuatas de 100
mi en botelias de vidrio esteriles, con tapdn de rosca. Se incuban los frascas por 1o
menos 48 h a 36 °C para comprobar la esterifidad del suero. Se almacenan a -20 °C
hasta su uso. Filtracion. Si el suero se observa turbio se filtra a traveés de una serie de
membranas desde 10, B8, 5, 3, 1, 0.8, 0.4 y 0.22 p, utilizando vacio, en condiciones
aseépticas.



Tripsina al 1.0 % (concentrado).

Se pesan 1.0 g de tripsina 1:250 (Difco) y se disuelven en 100 ml de agua
desionizada fria. Se deja a 4 *C en agitacién lenta toda la noche, después se filtra a
través de papel Wahtman # 1 utilizando un embudo BUchner y posteriormente se
- esteriliza por filracion con membranas Millipore de 0.22 p. Se distribuye en fracciones
de 10 m! y se almacena a -20 °C.

Tripsina-TD 0.1% (1X}.

En frascos que contienen 50 mi de TD 1X estéril, se mezclan bajo condiciones
asépticas los reactivos previamente esterilizados, en el siguiente orden: 5 ml de la
solucitn de tripsina al 1.0%, 0.3 ml de rojo de fenol al 1%, y 0.5 ml de la solucién de
penicilina-estreptomicina (100 X). Se distribuye en alicuotas de 10 ml en tubos con
tapén de rosca estériles. Se toman al menos tres tubos, al azar, del lote recién
preparado y se incuban a 36 °C por 48 h para comprobar su esterilidad. Se aimacena
a -20°C,

Soluciones para marcaje de células.

Amortiguador PBS salino. Na H; PO, 0.2 mM, Naz H PO, 0.2 mM, NaCl 0.9%.
Amortiguador de PBS salino con MnCl; 2 mM. Se pesan 0.5959 g de MnCl; para un
litro de la solucion de PBS.

PBS salino con MnCl, 2 mM, EDTA 10 mM. Se pesan 3.72 de EDTA en 1000 ml de
la solucion de PBS salino con MnCl, 2mMa pH 6.9.

Solucidn de formaldehida 4.0%, con Tntén X-100 sl 0.05%. Se disuelven 4 ml de
formaidehido (concentrado) en 100 m! de agua destilada, con 50 pl de Triton-X-100.
Solucién fjadora con Metanol.cloroformo 1:3. Se mezcla una parte de metanol por 3
de cloroformo.

Preparacién del primer anticuerpo anirdesmina © antrvimentina diuido en
amortiguador PBS MnCl, 2mM (1:100). Se diluyen 10 yl del anticuerpo con 1000 pl de
buffer (500 pl es suficiente).

Sohicidn de PBS MnCl; 2 mM con Tween 20 al 0.1% . Se agregan 0.1 ml de Tween
20 a la solucidon PBS MnClz 2 mM.
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Preparacion del anticuerpo secundrio anti-ratén-fouresceina (1:50). Se disuelven 10
@l del anticuerpe en 50Q pl de PBS MnCl; 2mM.

loduro de propidio (1pg/ml). Se disuelve 100ug de ioduro de propidio en 10 ml de
agua y a partir de esa solucion se hace una dilucion.

EL PRESENTE TRABAJO DE INVESTIGACION SE LLEVO A CABO MEDIANTE
DOS ETAPAS: Experimentacién in vitro y experimentacion In vivo.

*  EXPERIMENTACION: /n vivo -

Los animales de experimentacion se dividieron en tres grupos de cinco animales cada
une.

Tratamiento de los animales con clofibrato y écido clofibrico.

Los animales de experimentacion se dividieron en tres grupos de cinco animales
cada uno. El primer grupo se mantuvo como contrel sin tratamiento, al segundo grupo
se le administrd diariamente, por via oral, acido clofibrico a dosis de 300 mg/kg de
peso mediante una cénula esofégica por 3C dias. El tercer grupo se le administré
clofibrato a dosis de 300 mg/kg de igual manera que el anterior. El vehiculo utilizado
fue propilenglical,

A las 30 dias de iniciado el experimento las ratas se sacrificaron, aplicando por
vla intraperitoneal $0 mg/kg de peso de pentobarbital sddico (Anestesal), a cada una
de ellas se les extrajo el corazén y se procedio a procesarlo para obtener las proteinas
insolubles en Triton X-100 y analizarias por electroforesis en geles de paliacrilamida.
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Preparacién de las muestras a partir de corazén para realizar electroforesis en
geles de poliacrilamida.

Cada uno de |os corazones se procesé de manera independiente, el carazén se
colocé en PBS y se cortd en trozos de 3 a S mm, se lavé con 10 ml NaC! 40 mM
para eliminar el exceso de sangre, se& homogeneizaron en agua-hielo, con un
homogenizador tipo Elvehjem-Potter, |a pastilla se lavé con 10 ml de buffer F (TRIS
2mM, CaClz 0.2mM, ATP 0.2 mM, 2- Mercaptoetanol (2-ME) 0.2 mM, pH 8 y Triton X-
100 al 0.1%. La suspension se centrifugd a 13,000 rpm por 5 min, y se conservé la
pastilla la cual corresponde a la fraccién insoluble en Tritdn X-100, constitulda
principalmente por proteinas de! citoesqueleto se decanté y se resuspendié con 10 ml
de buffer F, una porcion del pellet finalmente se utilizé para determinar el contenido
de proteina y se ajustd a una concentracion final de 1ug/ul con buffer de muestras.
Después las preparaciones se calentaron en agua hirviendo, por 3 min. Estas
préparaciones se usaron inmediatamente o se aimacenaron a -70°C, hasta su uso.

Electroforesis en geles de poliacrilamida.

El primer paso de esta técnica consistié en separar las proteinas a parlir de
muestras de acuerda con su tamafio y carga aplicandole una corriente eléctrica. De
fal modo que una muestra de un peso molecular desconocido puede ser comparada
directamente con un carril adyacente el cual contiene marcadores de peso molecular
estandar.

Preparacion y corrimiento del gel.

Se prepararon los geles de peliacrilamida al 10% y 8% (Ver pagina 21 de la seccién
de métodos).

e Se ensamblaron los vidrios de 10 x 8.3 y 10 x 7.3 em con los separadores de 0.75
mm y se sujetaron cada lado con pinzas, se prepard la mezcla para el gel



separador 10 % y se agitd suavemente se yacid la mezcla con una pipeta y se
agregaron unas gotas de agua por la parte superior de la solucién para dar una
terminacién homogénea a la parte superior del gel separador, se dej6 que

polimerice.

e Posteriormente se inclinaron las placas para eliminar ¢l agua sobrante y se
adicioné la mezcla del gel al 8 % e inmediatamente después se colocd el peine y
se dejo hasta su polimerizacién, lo cual tardé de 10 a 15 min.

e Se retird el peine y se colocé en la camara para electroforesis, cada una de las
celdilas se cargaron con 25 ul (1 pg/yl), se retlird el separador de abajo y se
colocd en la camara. Después se vacid el buffer de corrida se colocaron los
electrodos, se conecté a la fuente de poder y se aplicé una corriente de 100 V por
1h.

e Uno de los geles se colocd en un recipiente conteniendo azul de Commassie R-250
al 0.1 % en solucién fijadora (Metanol:acido acético:agua 40:10:50) y luego se
decolord con solucidn fijadora, el otro gel se colocd en una vasija y se lavé con 20
mi de Tritdn X-100 al 2.5 %, 2 veces por 20 min cada vez, se decantd la solucidon y
se dejé en amortiguador de transferencia por 24 h a temperatura ambiente, este gel
se utilizo para llevar a cabo la electrotransferencia.

Electrotransferencia y detecclon de vimentina o desmina (Towin H., 1979),

Método. La membrana de nitrocelulosa se corté a las mismas dimensiones que el
gel, se cortaron 2 piezas de papel filtro a las mismas dimensiones y 2 piezas de
Scoth Brite™ y se colocaron en un recipiente conteniendo amortiguador de
transferencia para saturarios por un tiempo minimo de 30 min. Se colocaron en el
contenedor especial para la electrotransferencia y se hizo un sandwich poniendo
primerc la pieza de Scath Brite"® fuego el papel filtro, el gel, la membrana, el papel
filtro y finalmente la pieza de Scoth Brite*%,
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Las protelnas se electrotransfirieron a papeles de nitrocelulosa, aplicando una
carriente constante de 150 V por 1 h, Posteriormente las membranas de nitrocelulosa
ge (avaron con 20 ml TTBS por 5 minutos, se decanté la solucién y se agregé TBS
para enjuagar el exceso de Tween, luego se agregaron 20 ml de leche Sveites *® al
2% en solucién bloqueadara (@ cual sirve para unirse a sitios sobre el filtro de
nitrocelulosa que no fue ocupada por proteinas transferidas del gel, posteriormente
se (avd [a membrana 2 veces con solucidn de TTBS por 5 minutos cada vez. Luego
se enjuagd con TBS por § min y posteriormente se colocd 10 ml de fa solucidn de
anticuerpo primario (anti-vimentina o anfi-desmina) a una concentracién de 1:100
diluido en solucién bloqueadora sin leche y se dejt ésta por 24 h a temperatura
ambiente. Luego se decanté la solucién del anticuerpo y se (avé (a membrana con 10
ml de TTBS 2 veces por 5 min cada vez, luego se lavd con 10 ml de TBS 3 veces
por 5 min. Seguido de esto se colocd el segundo anticuerpo ((gG anti ratén fosfatasa
alcalina) dilufido 1:250 con solucidn bloqueadora sin leche y se incubd por2 % h a
temperatura ambiente, se decantd el segundo anticuerpo y se le agregd 20 mi de
TTBS para lavar la membrana por 15 min. Después se decantd la solucién y se
agregé TBS para enjuagar y eliminar (0s residuos de Tween 20.

Se eliminé la solucidn y se le afiadié el sustrato el cual es una pastilla de
BCIP/NTB disuelta en 10 ml de agua y ge observd hasta que aparecieron las bandas
lo cual requirié de unos cuantos segundos (aproximadamente 30 seg).

Anélisls densitométrico de desmina y vimentina.

Los geles y las membranas de nitrocelulosa que fueron previamente
electrotransferidas a partir de los geles, fueron fotografiados con un rolio ASA 100y a
partir de los negativos se hicieron pasitivas y se obtuvieron filminas de un tamafio de
10 x 15 cm, se colocaron en el densitdmetro (Beckman Apprasie Juniar) y se leyd a
una longitud de onda de 520 nm. Los resultados fueron obtenidos mediante un
programa computacional integrada al densitémetro
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EXPERIMENTACION: in vitro
Obtencién del cultivo de céiulas.

Monocapa.- Veinte ratas se sacrificaron en condiciones de esterilidad mediante
disiocacién cervical, se obtuvieron los corazones de cada una y se colocaron en una
caja de petri conteniendo PBS, se cortaran en pequerios fragmentos de 3 a § mm, se
colocaron un matraz Erlenmeyer con capacidad de 25 ml pasteriormente se les
adicionaron 20 ml de tripsina (0.1%) estéril y se incubaron por 18 h a 4°C se dej¢ para
que sedimente el tejido y cuidadosamente el sabrenadante se elimind con una pipeta
Pasteur, la suspension se incub6 a 36.5°C por 30 min, posterior a esto se resuspendi¢
en 2 ml de medio de cultiva CMRL 1068, suptementado con suero fetal de bovino 10%
y suerc de caballo 10 %, se tomé una gota con una pipeta Pasteur, se ¢0l0cd en un
hemacitdmetro y se determiné el nimero de células por mililitro, el resto de las células
se completaron con medio y s® disgregaron. Luego se colocaron en § placas de
poliestirenc de 25 cm® previaments cubiertas con colageno (ver ‘preparacién de
soluciones pagina 20) a una concentracién 2 x 10° células por ml. Finalmente se
incubaron a 36 °C, en atmésfera humeda con 5% de CO; hasta que se formé la
monocapa lo cual suele tomar unos 10 dlas. Después de haberse formado la
monocapa se cambid el medio cada 48 h.

Verificacion de la viabilidad celular.

La viabilidad celular se monitorea de |a siguiente forma; a una porcién o gota de
celulas obtenidas de cultivos primarios se les afladid una gota de azul de tripan y se
colocd en un hemacitémetro. La exclusibn de colorante se observé mediante
microscopio de luz invertido, esto permitid la evaluacion de las células vivas
calculando el porcentaje de éstas que son capaces de tomar o excluir el colorante.



Tratamiento de las células con &cido clofibrico.

Se prepard una solucion de 4cido clofibrico de 0.1 mM diluido en el medio de
cultivo CMRL 1660, esta solucién se agregéd a las cajas de cultivo de poliestirenc de
3 x 4 cm2 con una monocapa de células ya formada, se incubaron por 24 h a 36°C. De
igual manera se colocaron células omitiendo las drogas y estas cajas fueron utilizadas
coma caontroles.

Determinacion del porciento de cHolisis inducida por ef &cide clofibrico
mediante la técnica de MTT.

Esta técnica se hasa en la reduccibn de la sal de tetrazolio a fermazan por
enzimas deshidrogenasas de células vivas. A partir de un cultivo de células se decantd
el medio de cultivo, se adicioné tripsina (1.8 ml) y se incubé 37°C por 3 min con la
finalidad de disgregar ias células, se pasaron a un tubo conico, se centrifugaron a 700
pm por 10 min, se decanté el medio de cultivo para lavar y resuspendid a pastilla
nuevamente en medio, se centrifugé 10 min a 700 rpm y se colocd una gota en la
camara de Newbauer, se contd el nimero de células/ml y se ajustd su densidad a
150,000 ceélulas/ ml. Estas células se inocularon (200 ul, aproximadamente 30,000
cels/pozo) en |as placas. Finalmente se incubaron 24 h a 36°C en atmdsfera humeda
con CO;al 5 %.

Se utilizaron cinco pozas para cada uno de los tratamientos, a partir de las
monocapas formadas en las microplacas se lavo dos veces adicionando 200 ul SSB,
se agitd suavemente y se decantd por inversidn, Después se agregd 25 i SSB a los
cinco tubos de esta serie [os cuales sirvieron de control negativo, a la siguiente serie
de 5 tubos se les agregaran 25 i de Tritdn y sirvié como control positivo, finalmente
a la ultima serie se les agregaron 25yl de acido clofibrico 0.1 mM en este caso sirvd
de tratamiento. Se incubaran 24 h a 36°C se lavaron nuevamente con 200ul SSB y se
decanto, se agregaron 50 yl MTT + 50 ! PMS, se incubaron 76 min a 36°C , se
tavaron con 200 ul SSB y se decanté, finalmente se agregaron 200 ul isopropanocl
acidificado (HC| 0.04M ) y se dejé reposar § min, luega se resuspendid vigorosamente
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e alcohol con una pipeta de repeticién, se pas6.el sobrenadante a una placa nueva y
se leyd la absorbancia en un lector de microplacas (EIA Multiwell Reader, Sigma
Diagnostics) a 545 nm con un filtro, se calculé el porcentaje de viabilidad graficando
los datos experimentales y considerando un grupo cantrol, con SSB (100% de células
vivas) contra un grupo tratado con Tritén X-100 al 0.1% (100% de muerte celular).

Determinacién de proteinas totales (Bradford M.,1976).

a) Se colocaron por triplicado las siguientes soluciones: solucién estdndar 1, 2, 4, 6, 8
y 10 mg /ml en un volumen de 800pLl.

b) Los homogenados o las muestras problema se determinaran por triplicado
agregando 800 pl a cada tubo, | '

¢) A cada tubo se le agregaron 200 upl del reactivo concentrado del Kit y se agitlé
vigarosamente en un vortex.

d) Se incubé al menos cinco minutos y no mas de 1 h.

e) Finalmente se midi6 la absorbancia a 595 nm.

Preparacién de las muestras para electroforesis en geles de poliacrilamida a
partir de cultivos primarios de miocardiocitos.

A partir de las monocapas de células tratadas y las de los testigos, el medio de
cultive se decanté después de 24 h, las monocapas se lavaron can NaCl 40 mM, con
una pipeta Pasteur se despegaron las células y se colocaron en un tubo eppendorf
y se centrifugaron a 13000 rpm por 10 minutos, la pastilla se lavé con 500 pl de
buffer F (TRIS 2mM, CaCl; 0.2mM, ATP 0.2 mM, 2- Mercaptoetanol, (2-ME)) 0.2 mM,
pH 8 y Tritdn X-100 al 0.1%. La suspensién se centrifugd a 13,000 rpm por § min,
la pastila comresponde a la fraccién insoluble en Tritén X-100, constituida
principalmente por proteinas del citoesqueleto y se homogeneizaron en agua-hielo,
con un homogenizador tipo Elvehjem-Potter. El homogenado se lavd con S00 pl de
buffer F (TRIS 2mM, CaCl; 0.2mM, ATP 0.2 mM, 2- Mercaptoetanol (2-ME) 0.2 mM,
pH B8 se centrifugé por $ min a 13,000 rpm y se decantd, Una porcién del pellet
finaimente se utilizd para determinar el contenido de prateina y ajustarla a una
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concentracion de 1ug/ul con buffer de muestras. Después las preparaciones se
calentaron en agua hirviendo, por 3 min. Estas preparaciones se usaron
inmediatamente o $e aimacenaron a -70°C hasta su uso.

Electroforesis en geles de poliacniamida.
Se utilizé el mismo procedimiento que en los experimentos in vive (pagina 22 de la
seccion de métodos).

Electrotransferencia y deteccién del anticuerpa.
Se utilizd el mismo procedimiento que en los experimentos in vivo (pagina 29 de la
seccion de métodas).

Anélisis densitométrica de desmina y vimentina.

Las membranas de nitrocelulosa que fueron previamente electrotransferidas a
partir de los geles, fueron fotografiadas con un rollo ASA 100 y a partir de los
negativos se hicieron positivos y se obtuvieron filminas de 10 x 15 cm, se colocaron
en el densitometro (Beckman Apprasie) y se leyeron a una longitud de onda de 520
nm. Los resultados fueron obtenidos mediante un programa computacional integrado al
densitdmetro.

inmunofiourescencla. Marcaje can anticuerpos de las célufas de miocardiocitos.

A partir de un cultivo celutar primario de células de miocardiccitos de rata se lley6 a

cabo el siguiente procedimiento.

1. Las células se lavaron dos veces en agitacion por tres minutos cada vez con 0.5
ml del Amortiguador (PBS, EDTA 10 mM, MnCl;, pH 8.2)

2. Se fijaron a temperatura ambiente con formaldehido 4.0%, Tritén 0.05% por 15
min.

3. Nuevamente se fijaron por 5 min con Metanol:Acido acético 1:3, agitando
suavemente.



4, Se lavaron por 10 min. Can 0.5 ml de PBS, MnCl;2 mM.

5. Luego se agregd el primer anticuerpo (Anti-vimentina o anti-desmina) diluldo en
PBS MnCl, (1:100) se incubd a 37 °C par 25 min (500 pl fue suficiente).

6. Se lavaron con PBS MnCl, Tween 20 0.1% por & min.

7. Se incubaron con el segundo anticuerpo (anti IgG de ratdbn conjugada con
flourescelna) diluido en PBS MnCl; (1:50) por una hora a 37° C (500 ul fue
suficiente).

8. Se lavaran por § min con PBS MnCl,, Tween 20 (0.1%).

9. Se contrastaron con ioduro de propidio (1ug/ml) agregando una pequefia gota.

10.Finaimente se observaron al microscopio epiflourescente, se les afiadio
constantemente PBS para evitar que se secaran. A los dos dias |a malla de la
desmina y vimentina se observa con mayor claridad. Se fotografiaron las células

 en micrascopia de Epiflourescencia con un microscopio Axiophat GZEISS con
filtros de triple banda DAPI, FITC y Rojo Texas con rollo Fuji Asa 100
manualmente con un tiempo de exposicidn de 30 segundos.



RESULTADOS.
EXPERIMENTOS in vivo

I. EFECTO DEL CLOFIBRATO Y DEL Aclpo CLOFiBRICO SOBRE LAS
PROTEINAS DEL CITOESQUELETO DE CORAZON INSOLUBLES EN TRITON X-
100.

Modificacibn de los patrones electroforéticos de proteinas totales del
cltoesqueleto.

Se analizaron en geles de PAA-SDS las proteinas insolubles en Tritdbn X-100
del citoesqueleto de células aisladas de corazén de un grupo de ratas sin tratamiento;
de un grupo tratado con clofibrato y de un grupo de ratas tratadas con 4cido clofibrico

La figura 1 muestra los patrones electroforéticos de extractos de células de
corazén con distintos tratamientos. Se observa que hay una disminucién en las bandas
que corresponden a la vimentina y desmina de extractos de células obtenidos de
animales tratados con &cido clofibrico; en muestras obtenidas de animales tratados
con clofibratc no se observa ningun cambio aparente comparados con la de los
testigos sin tratamiento.
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Fig. 1 Cembios en los patrones electroforéticos de proteinas tutales insalubles en Tritén
X-100 del citcesqueleto de miocardiocitos de ratas tratadas con clofibrato o #cido
clofibrico. Ratas de 20 dlias de nacidas se trataron con clofibrate o &ckda clofibrico (300
mo/kg de peso), diariamente, durante 3G dfas. Después se anestesiaron con pentcbarbital
stdico por via intraperitoneal y se les extrajo el corazén. Cada uno de los corazones se corté
en trozos de 3 mm aproximadamente, después las muestras se homogeneizaron. Las



K14

preparaciones se favaron y centrifugaron tres veces con PBS y se disolvieron con Tritén X-100
al 0.1 %. De cada una de las muestras disueltas en amortiguador de muestras se aplicaron 25
Jg de proteina en cada uno de los camiles y se llevd a8 cabo la electroforesis an geles de FAA.
El camil 1 carresponde al extracto de células tratadas con clofibratq, el camil 2 al extracto de
células tratadas con acido clof(brico, el carmil 3 al extracto de células sin tratamiento y el caril
4 contiene los marcadores de peso molecutar. La flecha supenor seflala la banda
comespondiente a la vimentina y la flecha inferior sefiala la banda correspondiente a la
desmina.

Andlisis densitométrico de fos patrones slectroforéticos de proteinas totales del
citoesqueleto de miocardiocitos.

La figura 2 muestra los densitogramas de los patrones electroforéticos de
protelnas fotales insolubles en Tritén X-100 del citoesqueleto de miocardiocitos de
ratas sin tratamiento, tratadas con 4acido clofibrico y de ratas tratadas con clofibrato.
La flechas en las figuras b y ¢ indican el sitioc que corresponde a la vimentina
(superior) y desmina (inferior). Obsérvese que el area bajo la curva del densitograma
(b} que comresponde a extractos de células de corazdén de rata tratados con acido
clofibrico, hay una disminucion significativa de las bandas sefaladas con respecto al
contral sin tratamiento (a). En el densitograma (c) correspondiente a los extractos de
células traladas con clofibrato, no se observa ninguna alteracién aparente en las
bandas de vimentina y desmina, comparado con el control sin tratamiento (a).
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Fig. 2 Densitometria de los patrones efectroforéticos de proteinas totales insolubles en
Tritén X-100 del citoesqueleto de miocardiocitos de ratas a diferentes tratamientos. Las
letras en las figuras comesponden: (a) extractos de miocardiocitos obtenidos de ratas sin
tratamiento, (b) contiene muestras de animales tratadas con 4cidoe clofibrico (300 mg/Kg peso)
y (c) tratados con clofibrato (300 mg/Kg peso). Los geles fueron fotografiados con una
pelicula Kodak ASA 200 y a partir de los negativas se hicieron positivos en filminas de 10 x 15
cm, sa colocaron en el densitémetro Beckman Appraise Junior y se leyeron 8 una longitud de
onda de 520 nm.



Anélisis densitométrico de los patrones electroforéticos de proteinas totales del
citoesqueleto.

En (a Tabla 1 se presentan los datos del 4rea bajo la curva de los densitogramas
obtenidos a partir de los geles de PAA. Estos datos fueron obtenidos por andlisis
densitfométrico como se describié en (a pagina 30 de [a seccidn de métodos. En los
valores que corresponden a las células de corazén de ratas tratadas con &cido
cloftbrico se abservd una disminucion estadisticamente significativa con respecta al

contral, mientras que en las muestras de animales tratados con clofibrato los valores
permanecieron sin  cambios gignificativos comparados con los valores

correspondientes a muestras sin tratamiento.

Tabla 1. Disminucion del éree bajo /a curve de los densltogramas de las
proteinas del cltoesqueleto vimentina y desmina.

Proteinas Area bajo la curva( m’)

Sin tratamiento __ Acido clofibrico Clofibrato
Vimentina 4.7 205 2.6 $0.34* 4.1 £0.37
Desmina 2. 36:‘.'0 32 1.7310.09* 2.0610.34
S e B RN e e e b S S T e N

*p<0.05, con respecto & los resultados de los testigos sin tratamiento.

n=5
Se analizaron las bandas correspondientes a la vimentina y desmina a partir de los

geles de PAA-SDS. Los datos se campararon mediante analisis de varianza (ANOVA).

Disminucién de la densidad de vimentine de miocardlocitos de ratas tratadas con
#cido clofibrico o clofibrato.

Para identificar y cuantificar las bandas que representan la vimentna ¢ la
desmina, obtuvimos los patrones electroforéticos en geles de poliacrilamida,
posteriormente las proteinas fueron electrotransferidas a membranas de nitrocelulosa
Yy se revelaran con anticuerpas menoclonales especificos acoplados a fosfatasa

alcalina.
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La figura 3 muestra una disminucién aparente en la intensidad de la banda
correspondiente a la vimentina de los exiractos obtenidos de animales tratados con
acido clofibrico (carril 2). En las muestras que corresponden a animales tratados con
clofibrato (carril 3) también se observa un cambio importante en la intensidad de la
banda si se compara con el control sin tratamiento. Se pudo comprobar mediante el
analisis densitométrico que esta alteracion es estadisticamente significativa en ambos
casos (Tabla 2).

(kDa)
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Vimentina

Figura 3. Disminucién o. !~ densidad de la banda de vimentina en patrones
electroforéticos de proteinas del*citoesqueleto en animales tratados con clofibrato y écido
clofibrico. Cada uno de los carriles se cargé con 25 pg de proteinas. Las proteinas del
ctoesqueleto insolubles en Triton X-100 se separaron mediante geles de PAA-SDS, se
electrotransfirieron a papeles de nitrocelulosa y se aplicé una corriente de 150V por 1 hora.
Luego las membranas se impregnaron en soluciéon bloqueadora conteniendo leche Sveltes MR 2%
y se lavaron con solucién de TTBS y TBS. Posteriormente se colocaron con la solucién del
anticuerpo primario (anti-vimentina) diluido en solucién bloqueadora a una concentracién de
1:100 y se incubaron por 24 h a temperatura ambiente. La solucién del anticuerpo se decantd y
se lavaron las membranas con TTBS y TBS. Luego se coloct el segundo anticuerpo (IgG anti-
ratéon fosfatasa alcalina) diluido 1:250 y se incubé por 2.5 h a temperatura ambiente, se decant6
ésta solucién y las membranas de nitrocelulosa se lavaron sucesivamente con TTBS y TBS. Se
le afiadié a las preparaciones el sustrato (BCIP) y se observaron los geles hasta que aparecieron
las bandas (lo cual ocumié a los 30 segundos), finaimente se paré la reaccién con agua
bidestilada. E| carril 1 corresponde, a extractos de células de ratas sin tratamiento; el caril 2, a
extracto de células de ratas tratadas con acido clofibrico (300mg/Kg); el carril 3, a extractos de
células de ratas tratadas con clofibrato (300 mg /kg); y el carril 4, corresponde a marcadores de
peso molecular.
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Anélisls densitométrico de vimentina en miacardlocitos de ratas tratadas con
clofibrato y écido clofibrica.

La figura 4 muestra los densitogramas obtenidos a partir de las membranas de
nitrocelulosa que fueron previamente electrotransferidas y reveladas con anticuerpos
especificos acoplados a fosfatasa alcalina. Este experimento sa reallzé utilizando las
muestras que se obtuvieron en la figura 3. Obsérvese que en los densitogramasbyc
el &rea bajo la curva comespondiente a la vimentina, obtenidos de extractos de
miocardiocitos de animales tratados con &cido clofibrico (b) y con clofibrato {c), son
més pequefios que el control sin tratamiento (a).

Figura 4. Perfil densitométrico de la vimentina. Las letras en las figuras correspanden: (a)
extracto de miocardiocitos de ratas sin tratamienta, (b) tratadas con écido clofibrico a dosis de
300 mg/kg de peso Yy (c) tratadas con clofibvato a dosis de 300 mg/kg de peso. Las
membranas de nitrocelulosa fueron fotografiadas con una pelicula Kodak ASA 200 y a partir
de los negativos se hicieran positivos en filminas de un tamafio de 10 x 1§ cm, para

analizarias se colocaron en ef densittmetro Beckman Appraise Junior tal como se describid en
(@ figura 2.
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Disminucién de la densidad de desmina en miocardiocitos de animales tratados
con clofibrato o acido clofibrico.

La figura 5 muestra las bandas que corresponden a la inmunolocalizacién de la
desmina. Obsérvese que en los carriles 1 y 2 que corresponden a muestras obtenidas
de ratas tratadas con clofibratc y &cido clofibrico respectivamente, hay una
disminucién en la intensidad de las bandas si se compara con el control sin tratamiento
(carril 3).
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Figura 5. Disminucién de la densidad de la banda de desmina en patrones
electroforéticos de proteinas del citoesqueleto en animales tratados con clofibrato y
acido clofibrico. E| experimento llevado a cabo para la deteccién de desmina se realizé de
igual forma que el descrito en el pie de la figura 3, pero en lugar de usar anticuerpos anti-
vimentina se usaron anticuerpos anti-desmina. El carril 1 corresponde a extracto de células de
ratas tratadas con clofibrato (300 mg/Kg de peso; el carril 2 a extracto de células de ratas
tratadas con acido clofibrico (300 mg/Kg de peso); el carril 3 a extracto de células de ratas sin
tratamiento; y el carril 4, marcadores de peso molecular



Andlisis densitométrica de la banda de desmina en retas tratadas con clofibrato
o #cido clofibrico.

En la figura 6 se muestran las densitogramas obtenidos a partir de las
membranas de nitrocelulosa correspondientes a las bandas de desmina. Obsérvese
que el area bajo la curva el densilograma correspondientes a 0§ extractos de
miocardiocitos de animales tratados con acido clofibrico (b) y clofibrato (¢) son mas
pequefios que el control sin tratamiento (a), tal como se observé también en la figura 4
la cual corresponde al densitograma de la vimentina.

Figura 6. Perfll densitométrico de la desmina. Se obtuvieron los densitogramas de las
bandas inmunolocalzadas de desmina, en la misma forma que se hizo con vimentina (figura
4). Las membranas se fotografiaron en ung pelicula Kodak ASA 200 y se obtuvieron
filminas se analkzaron en un densitdmetro Beckman Appraise Junior. Las letras en los
recuadros corresponden a cada uno de los tratamientos: (a) extractos de células de ratas sin
fratamiento, (b) extractos de células de ratas tratadas con acido clofibrico a dosis de 300
mg/Kg de peso y (c) tratadas con clofibrato a dosis de 300 mg/kg de pesc.



Andlisis densitométrico de la vimentina y desmina Identificadas mediante
electrolinmunotransferencla de corazén de ratas tratadas con dcldo cloffbrico y
clofibrata.

La Tabla 2 representa los datos del &rea bajo la curva de los densitogramas
obtenidos a partir de las membranas de nitrocelulosa. Estos datos fueron cbtenidos
por analisis densitométrico. Se observd una disminucidn en las bandas de vimentina y
desmina en muestras de ratas tratadas con acido clofibrice o clofibrato. A pesar de que
en a tabla 1 que corresponde a los geles de PAA solo se ve una diferencia en las
muestras de animales tratados con 4cido clofibrico, se pudo comprobar mediante la
inmunolocalizacién y densitometria que el efecto es significativo tanto para el
tratamiento con el acido clofibrico como con el clafibrata.

Tabla 2. Disminucidn de las bandas de vimentina y desmina por efecto del dcido
clofibrico y clofibrato.

Proteinas Area bajo la curva( m)_

Sin tratamiento  Acida clofibrico Clofibrato
Vimentina 7.8810.6 4.910.16* 5.32¢ 0.7*
Desmina 6.14 0.05 2.3920.02* 3.58+ 0.07* |

‘P<0.05 con respecto a los resuftados de ios controles sin tratamiento.

n=$

Se analizaron las bandas inmunolocalizadas can anticuerpos especificas de anti-
vimentina y anti-desmina. El experimento se llevé a cabo igual al descrito en la tabla
1, pero en lugar de utilizar las densitometrias de los geles de PAA-SDS se usaron los
resuitados que corresponden a las densitometrias de la inmunolocalizacion de la
vimentina y desmina a partir de membranas de nitracelulosa, descritos de la figurad y
6. Los datos se analizaron mediante (ANOVA).



EXPERIMENTOS in vitro

Il. CULTIVOS PRIMARIOS DE MIOCARDIOCITOS DE RATA.

La figura 7 muestra un cultivo primario de miocardiocitos de rata sin
tratamiento. Las células obtenidas de animales de 3 dias de nacidos recién
inoculadas tenian forma redonda y con el microscopio invertido podia observarseles
latiendo. Las células comenzaron a adherirse a la superficie de las cajas de cultivo en
las siguientes 24 h y adquirieron forma triangular que es tipica en estas células.
Algunas de ellas adoptaron formas irregulares. El tamafio promedio de los
miocardiocitos era de 15 pym de largo por 3 ym de ancho aunque algunas tenian
hasta 30 ym de largo. Las células aisladas llegaron a confluencia a los 10 dias de
incubacién. Las células de animales de mas 20 dias de nacidos permanecieron
redondeadas varios dias después de inocularse y no fueron capaces de unirse a la
superficie de las cajas de cultivo. La mayoria de las células tenian un solo nicleo, sin

Figura 7. Aspoctoddculﬂvn : ! ales de rata. Veinte ratas
de 3 a 5 dias de nacidas fueron samﬁcadas mediame dbloeadén cervical. Bajo condiciones
de esteriidad, se extrajeron los corazones y se cortaron en ftrozos de 3 mm
aproximadamente, se lavaron en PBS y se digirieron en tripsina 0.1 % por 18 h a 4 ’C
Luego se inocularon 2x10° células por ml en botellas de cultivo de plastico de 25 cm ?
conteniendo 3 ml de medio de cultivo CMRL 1066. Los cultivos se incubaron a 37°C en
atmésfera himeda con CO; al 5 % por 5 dias. Las fotografias se tomaron con rollo Kodak
ASA 200 con un aumento de 400 X. Se muestran varias células con la conformacion
tiangular tipica de los miocardiocitos de rata. De cada corazén se logré obtener
aproximadamente 1x 10° células por ml (barra equivale a 10 pym).



Viabilidad celular.

La viabilidad fue determinada en cada experimento; en los cultivos primarios de
miocardiocitos sin tratamiento y en cultivos tratados con acido clofibrico se afiadié una
gota de azul de tripan a una suspensién de células, la exclusion del colorante se
realizé6 colocando esa mezcla en un hemacitémetro y se observé con un microscopio
invertido. Las células muertas no excluyen el colorante, en contraste de las células
viables que son capaces de excluirio y su citoplasma se ve transparente. La viabilidad
observada fue de un 98% en todos los casos.

Efecto del dcido clofibrico sobre cultivos primarios de miocardiocitos

Después de que se formaron las monocapas de miocardiocitos de rata (MCR),
se anadi6 a cada una de ellas 0.1 mM de acido clofibrico disuelto en medio de
cultivo CMRL 1066. Veinticuatro horas después se observé una vacuolizacion
extensa del citoplasma y la mayoria de las células se desprendieron del sustrato y se
redondearon. Obsérvese en la figura 8 que las células se destruyen casi
completamente o 2| 4ci ibri

. ‘-‘ r

N =
Figura 8. Cultivo primario de miocardiocitos de rata tratado con &cido clofibrico 0.1
mM. Los cultivos primarios de miocardiocitos fueron obtenidos como se describe en la
pagina 30 de la seccién de métodos. Se inocularon 2x10° células/ ml en botellas de cultivo
de plastico de 25 cm® conteniendo 3 ml de medio de cultivo CMRL 1066. Los cultivos se
incubaron a 37°C en atmésfera himeda de CO, al 5 % hasta que se formé la monocapa
(aproximadamente a los 10 dias), después se agregé el acido clofibrico 0.1 mM diluido en
medio de cultivo fresco y se incubé por 24 h, luego se observaron con un microscopio
invertido con un aumento de 400X, finalmente se fotografiaron con rollo Kodak ASA 200

(barra equivale a 10 ym).
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Efecto letal del &cido ciaofibrico sobre la viabilidad de cultives pnimarios de
miocardiocitos de rata.

La Tebla 3 muestra el porcentaje de células vivas y muertas de cuftivos tratados con
4cido cloffbrico 0.1 mM. Se midi6 el porciento de citdlisis de los miocardiocitos de rata
después de la incubacitn ¢on acido clofibrico a dosis de 0.1mM por 24 h. Con esta
dosis, se observé un B80.4 % de células vivas y 19.6 % de células muertas; en células
sin tratamiento (SSB) la viabilidad fue del 98.8 % y 2% de células muertas; en las
células tratadas con Tritdn X-100 (control positivo) se obtuvo 1.17 % de viabilidad
celutar contra 98.83% de células muertas. nd

Con cultivas celulares no se utilizd el clofibrato debido a que las células no
tienen las enzimas necesarias para metabolizar el clofibrato a acido clofibrico, por lo
que solo se trabajé con acido clofibrico.

TABLA 3. Porciento de citolisis inducida por el 4cido clofibrico, en cultivos primarios
de miocardiocitos de rata. Mediante la técnica de MTT (pag. 32).

Tratamiento % de células vivas % de células muertas
&SR ST A Th ATTTENONM A DE JTTEX

Acido clofibrico  0.1mM 804 196

Triton X100 (01%) | -~ 447 - | o8e3




47

Anédlisis de proteinas insolubles en Tritbn X-100 del citoesqueleto de los
miocardiocitos sin tratamiento o de los tratados con écido clofibrico.

Las proteinas insolubles en Triton X-100 obtenidas de cultivos primarios sin
tratamiento o tratados con acido clofibrico 0.1 mM se separaron en geles de PAA-
SDS. Obsérvese que en los extractos de células tratadas con acido clofibrico a
concentraciones de 0.1mM los patrones electroforéticos revelaron una ligera
disminucion en la densidad de las bandas de 57 y 53 kDa (vimentina y desmina
respectivamente) con respecto a los cultivos sin tratamiento. Este resultado es similar
a lo observado con proteinas de extractos de corazén.

Figura 9. Andlisis electroforético de las proteinas de cultivos primarios de
miocardiocitos de rata sin tratamiento y tratados con écido clofibrico 0.1 mM. A una caja
de cultivo en confluencia se le agreg6 tripsina 0.1 % con la finalidad de despegar y disgregar
las células. Las células se lavaron con PBS y las proteinas insolubles en Triton X-100 al 1%
se analizaron como se describié en el pie de la figura 1. El camil 1 corresponde a una muestra
de cultivos de miocardiocitos de rata sin tratamiento. El camil 2 corresponde a una muestra
tratada con acido clofibrico. Las flechas indican las bandas correspondientes a la vimentina y
desmina.
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Disminucién de la densidad de las bandas de vimentina por efecto del &cido
clofibrico en cultivos de miocardiocitos de rata.

La figura 10 muestra la banda de inmunoprecipitaciéon de la vimentina. Con este
andlisis se confirmé la disminucién de la densidad de |la banda de esta proteina. Las
bandas corresponden a la vimentina presentes en cultivo de miocardiocitos de rata
después de electrotransferirlas del gel de PAA-SDS a membranas de nitrocelulosa e
incubarias con los anticuerpos monoclonales marcados con fosfatasa alcalina.
Obsérvese que la banda de las células tratadas con acido clofibrico tiene una
densidad ligeramente menor que la de las muestras sin tratamiento. Estos resultados
coinciden con los obtenidos anteriormente con extractos de corazén de animales
tratados con el 4cido clofibrico.

Vimentina

7TO1

GENER

Figura 10. Inmunolocalizaciébn de vimentina en cultivos de miocardiocitos sin
tratamiento y tratados con &cido clofibrico. Las proteinas insolubles en Tritén X-100 al 0.1
% se disolvieron en buffer de muestras, se cargaron los geles de poliacrilamida al 10% con
25 ug de cada muestra y se realiz6 la electroforesis, se electrotransfirieron a membranas de
nitrocelulosa y se incubaron con anticuerpos anti-vimentina marcados con fosfatasa alcalina,
la reaccién se revelé mediante un sustrato especifico tal como se describe en la figura 3. El
carmril 1 corresponde a muestras sin tratamiento, mientras que el carmil 2 corresponde a
muestras tratadas con acido clofibrico.
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clofibrico en cultivos de miocardiocitos de rata.

La figura 11 muestra la banda de inmunoprecipitacion de la desmina que
corresponden a un cultivo de células de corazén.

Obsérvese que la banda de desmina correspondiente a las células tratadas con acido
clofibrico tiene una densidad ligeramente menor que la de las muestras de cultivo sin
tratamiento.

Desmina el — -

Figura 11. Inmunolocalizacién de desmina en cultivos de miocardiocitos sin tratamiento
y tratados con écido clofibrico. De igual forma que en los experimentos en la figura 10 se
llevé a cabo la Inmunolocalizacién de las bandas correspondientes a la desmina utilizando
anticuerpos monoclonales anti-desmina. El camil 1 comesponde a cultivo de células sin
tratamiento, el camil 2, a cultivos de células tratadas con acido clofibrico 0.1 mM.
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Disminucién de la densidad de vimentina y desmina de cultivas tratados con
dcido clofibrico.

Con el objeto de determinar cuantitativamente los cambios observados en las
bandas de vimentina y desmina en las células tratadas con &cido clofibrico 0.1 mM
realizamos un analisis densitométrico de Ilas bandas obtenidas por
inmunoelectrotransferancia.

En las figuras 12 y 13 se muestran los densitogramas obtenidos. Las dreas
bajo la curva en las figuras 12 b y 13 b que corresponden a la vimentina y desmina
respectivamente, disminuyén sensiblemente con respecto al ¢ontrol sin ratamiento
figura 12 a y 13 a. Esta disminucion se observa claramente en la tabla 4 después de
analizarla estadisticamente mediante la prueba de analisis de varianza (ANOVA).

o
——

Figura 12. Densitograma correspondienie @ la electroinmunotransferencia de vimentina.
Este andlisis e realizd a partir de los resultados que se muestran en la figura10. Las
membranas de nitrocelulosa que fueron previamente electrotransferidas a partir de los geles,
fueron fotografiadas con una pelicula fotogréfica Kodak ASA 200 y a partir de los negativos
se hicieron positivos y se obtuvieron filminas de 10 x 1§ cm, se colocaran en el densitdmetro
modelo Beckman Appraise Junior y se leyd a una longitud de onda de 527 ro =Y
comesponde muestras de cultivos sin tratamienta y b) cormesponde a cultives tratados cen
&cido clofibrico 0.1 mM.
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Figura 13. Densitograma correspondiente a la electroinmunotransferencia de dJdesmina.
El analisis se realzé a partir de los resultados de la figura 11 comespondientes a la
inmunolocalzacion de la desmina. a) cultivo de celulas sin tratamiento y b) cultivo de células
tratadas con acido clofibrico 0.1 mM.

Disminucion del drea bgjo la curva de vimentlnh y desmina de cultivos primarios
de CMR tratados écido clofibrico.

Se determinaron las &reas bajo la curva de los densitogramas de las figuras 12
y 13 comrespondientes a la inmunolocalizacion de la vimentina y desmina, en los
cultivos sin tratamiento o tratados con acido clofibrico. Obsérvese que en las muestras
que corresponden a cultivos tratados con 4cido clofibrico hay una disminucién
estadisticamente significativa con respecto a los testigos no tratados.
Tabla 4, Disminucién del contenido de vimentina y desmina en los cultivos de
miocardiocitos tratados con acido clofibrico a dosis de 0.1 mM.

Proteina - - - " Area bajo fa curv m . .
Sin Tratamiento _ Acido clofibrico 0.1 mM.

Vimentina 7.240.51 8.4+0.29*

Desmina 3.82+0.28 2.28:0.14"

‘p<0.01 con respecto a los testigos no tratados
n=5

Este andlisis se realizé en la misma forma que el descrito en la tabla 2 pero en lugar
de utilizar los datos obtenidos de los densitogramas del corazén de animales,
utilizamos los datos de los densitogramas obtenidos de los cultivos de miocardiocitos.
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Cambios en la distribucién de la vimentina y desmina en el citoesqueleto de
miocardiocitos tratados con &cido clofibrico 0.1 mM.

Con el objeto de analizar los efectos del acido clofibrico en la organizacion del
citoesqueleto de los miocardiocitos, se marcaron las células con anticuerpos
monoclonales anti-vimentina o anti-desmina marcados con flouresceina como se
describe en la pagina 34 de la seccion de métodos. En las figuras 14 By 15 B las
mallas de las proteinas mencionadas se observan retraidas sobre la zona
perinuclear. Obsérvese que las células modificaron sensiblemente su forma
triangular tipica, ademés, se retrajo considerablemente la malla tipica del
citoesqueleto que se nota extendida en células no tratadas.

A B

Figura 14. Modificacién de la organizacién de la vimentina en el citoesqueleto de
células tratadas con 0.1 mM de &cido clofibrico. Se muestran las células marcadas con
anticuerpos fluorescentes. A, cultivo de células de corazdn sin tratamiento y B, cultivo de
células tratadas con acido clofibrico a una concentracion de 0.1 mM marcadas con Anti-
desmina-flouresceina. Las fotografias se tomaron utilizando un microscopio Axiophot
ZEISS con filtros de triple banda DAPI, FITC y Rojo Texas con rollo Fuji Asa 100 con un
tiempo de exposicion de 30 segundos (barra equivale a 10 ym).



Figura 15. Modificacién de la organizacién de la desmina en el citoesqueleto de células
tratadas con 0.1 mM de &cido clofibrico. Se muestra las células marcadas con anticuerpos
fluorescentes. A, cultivo de células de corazdn sin tratamiento y B, tratadas con é&cido
clofibrico a una concentracién de 0.1 mM marcadas con Anti vimentina-flouresceina. Las
fotografias se tomaron como se describe en la figura 14 (barra equivale a 10 pm).



DISCUSION

En los Ultimos 20 afios, los derivados de los dcidos fibricos (FAD) han sido
las drogas de mayor uso para el tratamiento de las dislipidemias (Newman, 1996;
Brown, 1987). El clofibratc y mds recientemente el bezafibrato, el fenofibrato, y el
gemfibrazil han sido usados para disminuir los niveles séricos de triglicéridos.

Aunque los derivades de acidos fibricas han mostrado ser efectivos oont‘ra' las
hiperlipidemia, no se debe dejar a un lado la atencién por sus efectos secundarios
sobre el musculo esquelstico y cardiaco, incluyendo mialgia y arritmia, atrial y
ventricular, también s8 ha observado miolisis en algunos casos (M.B. Brown, 1987).

Los ftrabajos que se han realizado desde 1978 por un grupo de
investigadores (Committee of principal Investigators, 1978) mencionan que con la
utilizacidén de derivados de acidos fibricos en pacientes tratados durante 4 afios, la
incidencia de muertes por causas diferentes al infarto se incrementé
significativamente hasta un 11 %. Ademas, mencionan que las principales causas
de muerte son los problemas respiratorios, neoplasias malignas, entre otras. Estos
resultados son ‘semejantes a los reportes realizados por T.B.Newman, 1996 quienes
sugieren que los derivados de é&cidos flbricos deben cansiderarse come
cancerigenos potenciales en roedores.

Sin embargo es de especial atencibn preguntarse si estos hallazgos
pudiesen en un momento dado ser extrapolados al ser humano. Se ha sugerido que
{a hepatocarcinogenesis inducida por estas drogas esta relacionada biolégicamente
con la presencia de productos activos, tales como el perbxido de hidrogeno
producido por los peroxisamas, asociados con un marcado aumento de la actividad
de oxidasas tales como la acyl CoA oxidasa de acidos grasos, mas que por el efecto
directo de las drogas. De ahl que se considera posible la presencia de un receptor
de drogas de este tipo asociado a un segundo mensajero. (T.B.Newman, 1996).



Esta hipétesis puede ser apoyada por el hecho de que se ha demastrado que
los agentes hipolipidemiantes, entre éllos el clofibrato, son inductores de
peroxisomas (Watanabe T. y cals.,1989, J. K. Reddy, 1980).

Algunas alteraciones del corazén han estado relacionadas con la
administracion de acidas fibricos (W.V. Broawn, 1987). Es entances posible que las
alteraciones producidas por estas drogas que pueden causar la acumulacion de
filamentos intermediarios como la vimentina y desmina, u otras proteinas
importantes en el anclaje como filamentos de actina y las bandas z, se relacionan

con las alteraciones funcionales de! corazén.

Los cultivos celulares son utilizados como modelos para estudiar la toxicidad
inducida por drogas. Las indicadores de toxicidad que han sido desarollados
facilitan la evaluacion de un dafio celular determinado. Particularmente en célutas
de corazén, los cultivos primarios ofrecen una ventaja sobre prusbas in vivo ya que
los efectos de una droga pueden ser detectados antes de que el dafio al corazén
sea detectable. Ademas son eliminadas las complicaciones introducidas por
influencias hemodindmicas. (Ramos y Acosta, 1990). Sinm embargo, (os estudios
in viva son modelos que siguen utilizandose ya que permiten evaluar el dafio
funcional que causa alguna droga gobre un érgano dado, tejido, célula, etc., asi
como sus efectos secundarios en el arganismo integro.

El presente trabajo se realizé en dos etapas: en Ia primera nos propusimos a
establecer en el laboratorio la técnica para aislar e identificar la vimentina y desmina
del citoesqueleto de corazdn de ratas tratadas con clofibrato o con su metabolito
activo, el écido clofibrico. La segunda etapa consistié en establecer la técnica para
aislar, identificar y cultivar célutas de corazén de rata recién nacida. Con el fin de
conacer como actia la exposicién a estas drogas sobre acumulacion de los
filamentos intermediarios de los miocardiocitos.

Nuestro modelo experimental de células cardiacas expuestas in vitro al acido
clofibrico y ia administracién crénica del clofibrate o acido clofibrico a ratas in vivo



permitié determinar los efectos de estas drogas sobre las protelnas vimentina y
desmina. Las técnicas utilizadas nos permitieron observar, identificar y cuantificar
lag proteinas caracteristicas del citoesqueleto. Ya que €l métode utilizado pemitid
la separacibn de proteinas de células de corazén en dos grupos: proteinas
solubies en Tritén-X-100 (proteinas citoplasmaticas) y proteinas insolubles en
Tritan- X-100, las cuales incluyen las proteinas cantractiles y del citoesqueleto.

En nuestro modelo in vivo pudimos observar alteraciones en {a concentracion
de la vimentina y desmina (proieinas fundamentales en células cardiacas y
musculares), en muestras obtenidas de animales tratados con clofibrato o con dcido
clofibrico (metabalito activa).

Las proteinas del citoesqueleto insolubles en Tritdn X-100 se analizaron en
geles de poliacrilamida, Observamos que el acido clofibrico causd una reduccion
en la densidad de las bandas de desmina y vimentina, mientras que el clofibrato no
tuvo cambios aparentes. Estas observaciones fueron confirmadas m-ediante
densitometria (Fig.2). Sin embargg, cuando se analizaron las bandas de desmina y
vimentina mediante electroinmunotransferencia (Fig. 3 y 5) y densitometria (Fig. 4 y
6) se pudo comprobar una disminucién significativa tanto en la vimentina como en
la desmina, en animales tratados con clofibrato o acido clofibrico.

Por otro lado, utilizando el sistema de cultivos primarios de células de
corazédn expueslas al dcido clofibrico, se logrd aislar las proteinas del citoesqueletc
insolubies en Triton X-100 y pudo observarse una disminucidn significativa en la
densidad de las bandas de vimentina y desmina. Estas observaciones fueron
confirmadas mediante electroinmunotransferencia (Figuras 10 y 11) y densitometria
(Fig. 12y 13, Tabla 4).

Estos resultados son similares a los reportados por Gonzalez vy cols,, (1981),
solo que ellos utilizaron cuitivos de miocardiocitos de polio y el derivado de acidos
fibricos que utilizaron fue el fencofibrato y observaron una disminuciéon de vimentina
y de desmina de un 13% y 4% respectivamente con respecto al control. Estos



mismos autores cuando realizaron el expenmento con otro derivado de acidos
fibricos, como el gemfibrozil, observaron un incremento significativo en la
concentracidn de la densidad de las bandas de vimentina y desmina de 12 y 19%
respectivamente mientras que con el bezafibrato la desmina aumenta un 17% y la
vimentina na suftié cambios.

Nuestra analisis sobre la acumulacion de los filamentos intermediarios
(vimentina y desmina) muestra que en la fraccion del citoesqueleto hay una
disminucion de {a densidad de las bandas de vimentina y desmina de un 30 y 40%
respectivamente (Tabla 4), resultados que concuerdan con los realizados por
(Gonzalez y cols., 1991) en miocardiocitos de pollo.

Segun W. Lewis y cols., 1988, en términos generales fa sintesis i vitro de
proteinas contractiles puede ser alterada tratando Jos miocardiocitos con ciertas
drogas. Esta pudiera ocurrir de manera similar in vivo,. Los cambios encontrados en
ambas proteinas sugieren una alteracion directa en las proteinas o en la sintesis de
proteina, al igual de lo que se ha descrito anteriormente en cambios observados en
las proteinas del citoesqueleto de eritrocitos de rata tratadas con clofibrato.
(Marales-Aguilera y Sampayo-Reyes, 1993).

Por otro tado Velez-C. y cals., (1993) en cultivos de miocardiocitos de poilo
tratados con bezafibrato y fenofibrate observaron un incremento en las proteinas
alfa-actina, troponina y tropomiosina, mientras gue en cultivos expuesfos al
gemfibrozil no encontraron alterada ninguna proteina.

La observacion microscépica de los cultivos tratados con dosis de 0.1 mM de
acido clofibrico demostré que a las 24 h las monocapas se desprenden del sustrato
y las células tienden a redondearse (Fig. 8). Ademas cuando estas células se
marcaron con anticuerpos monoclonales anti-vimentina ¢ anti-desmina acoplados a
flouresceina, puda observarse una diferencia en cuanto a {a organizacion de la
vimentina y de la desmina y a la forma normal de los miocardiocitos la cual es
tipicamente tnangular. Bajo la accidn de las drogas utilizadas en nuestro rabajo la



malla que conforman la vimentina y ta desmina se cbserva compactada e irregular
comparada con la de las células testigo a las que no se les administré &cido
clofibrico (Fig.14 y 15). Los efectos del acido clofibrico sobre el citoesqueleto
padrian deberse a una alteracién de la estructura de las proteinas y/o a una
madificacion sobre la sintesis de proteinas de las mismas.

Varias miopatias y cardiomiopatias han sido caracterizadas por la presencia
alterada de filamentos intermediarios (D’ Amati 1892). Los filamentos intermediarios
son los que mantienen la estructura celular. La vimentina puede participar en el
soporte del nucleo y mantenimiento de su pasicion dentro de la célula. La funcién de
células musculares depende de su citoesqueleto el cual estd muy organizado y se
ha sugeridc que la desmina actia como integrador espacial de tados los
componentes (Bruce Alberts, 1997). En consecuencia es posible que las
alteraciones en la vimentina y desmina causadas por la administracion de derivados
de 4cidos fibricos esten relacionadas estrechamente con los efectos secundarios
causadas por estos acdos. -

Este trabajo muestra que en nuestras condiciones experimentales los
compuestas derivados de 4cidos fibricos producen una disminucién en la cantidad
de la vimentina y de desmina y una alteracién de la estructura normal del
citoesqueleto de miocardiocitos tanto in vivo como it vitro. Considerando el papel
que juegan los filamentos intermediarios como puntos de anclaje y que cualquier
alteracion en estas proteinas pudieran alterar la organizacion celular de los
miocardiocitos, es posible que la disminucién observada de estas proteinas
durante la administracidn de estos farmacos sea en parte responsable de los
efectos secundarios observados en pacientes.



CONCLUSIONES

El clofibrato o ¢! écido clofibrico producen alteraciones en el citoesqueleto de
miocardiocitos en cultivo y de animales tratados.

En cultivos de células de miocardiocitos se altera la organizacién de la
vimentina y desmina.

Nuestros hallazgos muestran que la concentracién de la vimentina y la
desmina en los miocardiocitos de raia disminuye significativamente después del
tratamiento in vitro con el acido clofibrica, de manera similar a to que ocurre con la
administracion de clofibrato a animales integros.

Ya gue los filamentos intermediarios actian como puntes de anclaje y estan
activamente involucradas en la contraccion muscular. Nuestros resultados sugieren
que las alteraciones en el citcesqueleto pueden afectar la funcionalidad de las fibras
cardiacas.

Se demuestra que la administracion de este tipp de compuestos altera el
citeesqueleto de los miocardiocitos de rata y dado que los experimentos in vitro
demostraron que el &cido clofibrico induce dichos cambios, es posibie que dste, sea
el responsable de |a toxicidad observada.



PERSPECTIVAS.

1. Investigar si existe correlacién entre las alteraciones en el citoesqueleto de
miocardiocitos observadas en este trabajo y las alteraciones funcionales del
corazon.

2. Investigar si las alteraciones estructurales y funcionales en el corazén de
animales tratados crénicamente con ciofibrato guardan relacién con la acumulacién

de acido clofibrico en tejidos blandos.

3. Analizar mediante por micrascopla confocal y electrénica las alteraciones que
praduce in vitro el acido clofibrico sobre miocardiocitos.

4. Establecer la relacion cuantitativa entre dosis de acida clofibrico y clofibrato, y 108
efectos sobre el citoesqueleto de miocardiocitos de rata.

5. Ya que gran cantidad de efectos secundarios se han observado después de la
utilizacién de derivados de acidos fibricos, se considera imporiante el desarrollo de
nuevos farmacos dislipidemiantes con menores efectos secundarios, ~

6. Analizar con mayor detalle lo que estd ocurriendo en [as personas que consumen
derivados de acidos fibricos.
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