V. C.1.1.2. ici : i
1.1.2 Composicién proteica de las fracciones subcelulares

tras el tratamiento

Las proteinas de 1las diferentes
subcelulares una vez

fracciones

aisladas, fueron separadas

electroforéticamente en alicuotas de 15 ung y se determindé 1la

proporcién de cada proteina que formaba parte de 15 ug de

proteinas totales citoplasmaticas 6 citoesqueléticas ( Tabla
® a1 .

La desmina citoplasmatica aumenta un 9% con
respecto al control en los cultivos tratados con bezafibrato y un
13% en los tratados con fenofibrato y gemfibrozilo. La vimentina
citoplasmatica se observa disminuida en un 8% en los cultivos
tratados con bezafibrato ¥y gemfibrozilo, en cambio los cultivos
tratados con fenofibrato se observa unos valores mas cercanos al

de los controles.

En lo referente a 1la fraccién citoesquelética
subcelular, se observa que en todos los cultivos tratados con
fArmacos la desmina citoesqueletal se encuentra incrementada con
respecto a los controles, éste incremento esté comprendido entre
el 81-87% en todos los farmacos ensayados. En el caso de 1la
vimentina citoesqueletal se observan valores similares a los
controles en 1los cultivos tratados con pezafibrato, en 1los
tratados con gemfibrozilo los valores disminuyen un 9% con

respecto a 10s controles Y éste descenso es del 16% en 1los

cultivos tratados con fenofibrato.

cuando observamos 1a influencia de los féarmacos

el contenido de estas proteinas (desmina ¥ vimentina ) en
( Tabla XXXIV ), se observan valores

sobre

la masa celular en cultivo

muy similares de 1la desmina citoplasmatica en los cultivos

cultivos tratados con fenofibrato Yy
que han sido tratados con

controles Yy en los
gemfibrozilo, en cambio en los




be i i
zafibrato se observa un incremento del contenido citoplasmAatico

de 4@ i : i
; desmina de un 24%; el contenido de desmina citoplasmitica por

ceéel i - i imi
ula wviva en cultivo es similar en el caso de los controles

fenofibrato y gemfibrozilo, 1los
con bezafibrato experimentan un incremento del 24% del
contenido citoplasmatico

y de los cultivos tratados con
tratados

de desmina celular con respecto a los
cultivos controles. En la vimentina

. citoplasmidtica se observan
niveles similares en los controles y los cultivos tratados

con
bezafibrato (un 5% superior a los controles), 1los tratados

con
fenofibrato y gemfibrozilo experimenta un descenso con respecto a
los controles de un 13% en su contenide de vimentina
citoplasméatica; con respecto al contenido de vimentina
~itoplasmatica por ceélula viva en cultivo, se observa valores
semejantes entre 1los controles y los cultivos tratados con
bezafibrato, experimentando un descenso del 14% en el caso de las

células tratadas con fenofibrato y gemfibrozilo.

cuando observamos los resultados correspondiente
al citoesqueleto de la masa celular en cultivo, encontramos un
incremento de la desmina citoesqueletal de todos los cultivos
tratados con farmacos con respecto a los cultivos controles, asi
este incremento es del 92% en 1los cultivos tratados con
bezafibrato vy de! 109% en los que han sido tratados con
fenofibrato, el incremento s menor ( 41% ) en el caso de 1los
cultivos tratados con gemfibrozilo; el contenido de desmina en el
citoesqueleto Ppor célula en cultivo se observa un incremento
cercano al 130% en el caso de 1los cultivos tratados con
bezafibrato Y fenofibrato, ‘siendo el incremento del 50% en las
células tratadas con gemfibrozilo. En el contenido de vimentina
citoesqueletal se observan valores semejantes en los controles ¥
en los cultivos tratados con pezafibrato, 1o0s cultivos que han

tratados c<on fenofibrato experimentan un leve descenso del
gue han sido tratados con

sido
£%, en cambio en los cultivos

gemfibrozilo este descenso €S del 30%; en 1o referente al

eletal por célula en cultivo, 1los

contenido de vimentina nitoesqu
ontroles en las células tratadas

valores son similares en los ¢C




ann ; : ;
bezafibrato e inferiores en un 14% y 28% respectivamente para
las células tratadas con fenofibrato y gemfibrozilo

IV.C.1.2. Tratamiento durante 24 horas

Ty .e.1.3.1, Concentracién proteica de los miocardiocitos en

cultivo tras 24 horas de tratamiento

Tras 24 horas en contacto de los miocardiocitos en
cultivo con los farmacos a una concentracién en el medio de
cultivo igual a la dosis terapéutica en el plasma sanguineo, se
recogen las células y después de la homogeneizacién, se realiza
el fraccionamiento subcelular; a continuacién se procedié a la
determinacién de 1la concentracién proteica (mg/ml) de cada una

de las muestras recogidas ( Tabla XXXV ).

Cuando se determina la concentracién proteica del
homogenado de cada uno de los cultivos, se observa un descenso en
1a concentracién proteica de todos los cultivos tratades con
fArmacos con respecto a la concentracién proteica obtenida en el
cultive control; 1a disminucidén es mas significativa en los
cultivos tratados con pezafibrato que disminuye un 23%, que la
observada para el fenofibrato (16%) y para el gemfibrozilo (11%) .
El contenido proteico por célula viva en cultivo, se encuentra
disminuide en todas las células tratadas con faArmacos con
a los cultivos controles, dicha disminucién es del 11%

respecto
en 1las células tratadas con gemfibrozilo, del 16% para las

tratadas con fenofibrato Y aun mayor, del 23%, para las tratadas

con pezafibrato.

La concentracidn proteica obtenida en las
fracciones citoplasméticas de los distintos cultivos tratados con

firmacos es ligeramente inferior que 1a obtenida en el cultivo




control, siendo ésta disminucién similar para los 3 farmacos

ensayados y esta disminucién sbélo representa un valor del 5%. El

contenido de proteinas citoplasmiticas por célula son similares

en los controles y en las células tratadas con los farmacos.

La concentracién proteica del
también se encuentra disminuida en un 20%,

citoesqueleto

con respecto al valor
del cultivo control en aquellos cultivos que han sido tratados

con bezafibrato; en cambio se observa un aumento en la
concentracién proteica del citoesqueleto cuando los cultivos son
tratados con fenofibrato (17%) o gemfibrozilo (8%). E1 contenido
proteico del citoesqueleto celular se encuentra incrementado en
un 7% y un 17% en las células tratadas con gemfibrozilo ¥
fenofibrato resp=ctivamente con respecto a las células controles,
en cambio la cantidad observada en las células tratadas con
pezafibrato se encuentra disminuidas un 21% con respecto a los
controles.

iv.Cc.1.2.2. Composicién proteica de las fracciones subcelulares

tras el tratamiento

Una vez aisladas Y separadas electroforéticamente
las proteinas de las fracciones subcelulares, Se determindé 1la
proporcién de proteinas de filamentos intermedics ( desmina ¥
vimentina ) que forman parte de 15 Wug de proteinas totales

citoplasmaticas 6 citoesqueléticas ( Tabla XXXVI ).

La desmina citoplasmética se encuentra en valores

similares en los cultives controles y en los cultivos tratados

una disminucién del 8% en los

con gemfibrozilo, observandose
y encontramos un aumento del 7%

cultivos tratados con fenofibrato

en las tratadas con pezafibrato. La vimentina citoplasmétzca se

i e v los
encuentra en valores similares en los cultivos controle

tratados con gemfibrozilo, los cultivos tratados con fenofibrato




manifiestan un descenso del 13% y las que han estado en

LS

g . contacto
e ezafibrato manifiestan un aumento del 7% con respecto

a
los controles.

La fraccion citoesqueletal de desmina en los

cultivos celulares es semejante en los cultivos controles y en

los tratados con fenofibrato, los tratados con bezafibrato vy

gemfibrozilo manifiestan un incremento cercano al 10% con
respecto a los cultivos controles. Los valores de vimentina del
citoesqueleto se encuentran disminuidos en todos 1los cultivos
tratados con fArmacos con respecto a los cultivos controles, esta
disminucién es del 18% en el caso de los cultivos tratados con
pezafibrato, del 27% para los tratados con gemfibrozilo y del 30%

para los cultivos tratados con fenofibrato.

Cuando observamos la influencia de los féarmacos er
el contenido de desmina y vimentina de las fracciones
subcelulares de la masa celular en cultivo (Tabla XXXVII),
observamos que la desmina citoplasmética presentan valores muy
semejantes en los controles Y en los cultivos tratados con
bezafibrato Y gemfibrozilo y se encuentra disminuida un 13% en
los cultivos tratados con fenofibrato; en lo referente al
contenido de desmina citoplasmética por célula, son similares
para las células controles Y las tratadas con bezafibrato Y
gemfibrozilo ( un 6% menor ) y es un 13% inferior para las
células tratadas con fenofibrato. El contenido de vimentina

citoplasmatica de la masa celular son similares en los contrcles

y los cultivos tratados con bezafibrato ¥ gemfibrozilo, siendo

un 18% menor en los cultivos tratados con fenofibrato con

que en los controles; el contenido de vimentina citoesqueletal

por célula son similares en los controles y las células tratadas

con bezafibrato Y gemfibrozilo, siendo un 185 inferior en 1las

células tratadas con fenofibrato.

El contenido de 1a desmina citoesqueletal de 1la

masa celular es jnferior en un 13% para los cultivos tratados con




bezafibrato con respecto a los cultivos controles y se

encuentra
aumentada en un 19%

en el caso de los cultivos tratados
fenofibrato y gemfibrozilo; el

citoesqueletal por

con
contenido de desmina
célula se observa disminuido ( 14% ) en las

c4lulas tratadas con bezafibrato con respecto a las células

controles y aumentado en un 21% en las células tratadas con

fenofibrato v gemfibrozilo. La vimentina del citoesqueleto de la

masa celular en cultivo se encuentra disminuido en todos 1los
cultivos tratados con farmacos con respecto a los cultivos
controles, siendo esta disminucién del 18% en los cultivos
tratados con fenofibrato, del 21% para los tratados con
gemfibrozilo y del 35% para aquellos cultivos que han sido
tratados con bezafibrato; la cantidad de vimentina por céldla
viva en cultivo también se observa disminuida en todas las
células tratadas por farmacos, siendo esta disminucién del 20%
para 1las tratadas por fenofibrato y gemfibrozilo ¥ del 40% para

las tratadas con pbezafibrato.

IV.E.2. Tratamiento de los cultivos con dosis téxica del farmaco

IV.C.4.1. Concentracién proteica de los miocardiocitos en
cultivo tras 24 horas de tratamiento

cuando 1los ensayos de 10s féarmacos con los
cultivos de miocardiocitos los realizamos utilizando una dosis

téxica de dichos féarmacos en el medio de cultivo, observamos

diferencias con respecto al control en las concentraciones

proteicas obtenidas en el homogenado, asi como en las fracciones

citoplasméticas ¥

tratados con fArmacos (Tabla
la concentracién proteica con respecto al

as significativos que cuando hemos

citoesqueléticas celulares de 1os cultivos

XXXVIII): dichas diferencias de los

cultivo
valores de

control, generalmente son m

ensayado los faArmacos a una dosis terapéutica.




En los valores de
homogenado obtenidos, solamente

bezafibrato se

concentracién proteica del

en los cultivos tratados con

observa un ligero aumento (5%) con

respecto al
control; cuando los

cultivos son tratados con fenofibrato el
descenso de la concentracién proteica con respecto al cultivo
control es del 32% y cuando dichos cultivos de miocardiocitos son
tratados con gemfibrozilo la disminucién de 1la concentracién
proteica alcanza un valor del 66%. El1 contenido proteico total
por célula se encuentra levemente incrementado ( 5% ) en los
cultivos tratados con bezafibrato con respecto a los controles,
pero son menores en las células tratadas con fenofibrato ( 32% )

y gemfibrozilo ( 65% ).

cuando observamos los valores de concentracién
proteica obtenidos en la fraccién citoplasmética celular, en
todos los cultivos que han sido tratados con farmacos se observa
un descenso de la concentracién proteica con respecto al cultivo
control; dicha disminucién en el caso de los cultivos tratados
con bezafibrato es del 20%, del 56% para el fenofibrato y dicha
disminucién alcanza un valor elevado del 84% cuando las células
son tratadas con gemfibrozilo. El contenido proteico del
citoplasma celular se encuentra disminuido en todas las células
tratadas con farmacos con respecto a las células controles, asi
en 1las células tratadas con pezafibrato la disminucién es del
20%, del 56% en el caso de tratamiento con fenofibr to y del 84%

para las células tratadas con gemfibrozilo.

La concentracidn proteica del citoesqueleto, RO se
va encontrar muy alterada con respecto al control cuando los
cultivos han sido tratados con fenofibrato o gemfibrozilo, con

una disminucién de los valores de concentracién proteica

disminuidos en un 15 y 17% respectivamente; por el contrario en

los cultivos que han sido tratados con pezafibrato, se observa un

55% en la concentracién proteica del citoesqueleto

aumento del '
protelico del

con respecto al control. En el caso del contenido

descenso del

por célula viva se observa un ligero

citoesqueleto




14
% para las celulas tratadas con fenofibrato y del 16% para las

trat i i i
adasOcon gemfibrozilec, mientras que el contenido de proteina

del citoesqueleto en 1la célula tratada con bezafibrato se

encuentra incrementada un 55% con respecto a la célula control

IV.C.2.2. Composicién proteica de las fracciones subcelulares

tras el tratamiento

Las proteinas de las fracciones subcelulares, se

aislaron Yy separaron electroforéticamente en alicuotas de 15 ug,

a continuacién se determin6é la proporcién de proteinas de
filamentos intermedios ( desmina y vimentina ) que forman parte
de 15 ng de proteinas totales citoplasmaticas o citoesqueléticas
( Tabla XXXIX ).

La desmina citopiasmética se encuentra en valores
jnferiores al observado en el cultivo control en todos -los
cultivos que han sids tratados con farmacos, el descenso es del
18% en el caso de los cultivos tratados con fenofibrato, del 31%
para los tratados con pbezafibrato y del 61% para los tratados con
gemfibrozilo. La vimentina citoplasméatica 1la encontramos
aumentada cn todos los cultivos tratados con farmacos con
respecto a los controles, este incremento es del 20% para 1los
cultivos tratados con_bezafibrato, del 33% para las tratadas con

gemfibrozilo ¥ del 36% para aquellos cultivos que han sido

tratados con fepofibrato.

La fraccién citoesqueletal de desmina en los

cultivos celulares se encuentra incrementada con respecto a 1los

controles en los cultivos donde se han ensayado féarmacos, el
incremento es del 165% en el caso del bezafi
siendo del 193% para el gemfibrozilo. Los valores de vimentina
citoesqueletal también se encuentran incrementados con respecto
dicho incremento del 62% para los cultivos

brato ¥ fenofibrato,

al control, siendo




tratados con gemfibrozilo, del 93% para

. los tratados con
fenofibrato y del 156% para los tratados con bezafibrato.

Cuando observamos la influencia de los fArmacos en

el contenido de desmina y vimentina de las distintas

fracciones

subcelulares de la masa celular en cultivo (Tabla XL), observamos

que la desmina citoplasm&tica presenta una disminucién en todos

los cultivos tratados con fArmacos, dicha disminucién es del 45%

para los cultivos tratados con bezafibrato, del 64% para los
tratados con fenofibrato y del 94% para aquellos cultivos que han
sido tratados con gemfibrozilo; el contenido de desmina
citoplasmitica por célula desciende un 45% en la célula tratada
con bezafibrato, un 64% en la tratada con fenofibrato y un 94% en
aquella que ha sido tratada con gemfibrozilo, con respecto a la
célula cultivada en los frascos de cultivo control. La vimentina
citoplasmatica también se encuentra disminuida en todos 1los
cultivos que han sido tratados con f4rmacos, 1lo. valores de los
cultivos tratados con bezafibrato son similares a los del control
( un 4% inferior ), en los tratados con fenofibrato el descenso
es del 40% y en aquellos que han sido tratados con cemfibrozilo
la disminucién es del 70%; el contenido de vimentina
citoplasmatica por célula es similar a los del control en la
célula tratada con pezafibrato, en cambio es inferior en un 41%
para la célula tratada con fenofibrato y en un 79% para aquella

que ha sido tratada con gemfibrozilo.

El contenido de la desmina citoesqueletal de la
masa celular en cultivo es superior en todos 1los cultivos
tratados con farmacos que la observada en los cultivos controles,
el incremento es del 126% para los cultivos tratados con

fenofibrato, del 143% para los tratados con gemfibrozilo y del

310% para las que han sido tratadas con pezafibrato; el contenido

de desmina citoplasmética es superior en todas las

por célula
los distintos-fibratos que en las células

células tratadas con

control este aumento €S del 125% para la célula tratada con

fenofibrato del 168% para 1a tratada con gemfibrozilo y del 308%




para aquglla célula gue ha estado en contacto con el bezafibrato

‘s . : !
vimentina citoesqueletal de la masa celular en cultivo se
encuentra en valores superiores en los

cultivos tratados que en
los cultivos control,

este aumento es del 34% en el caso de los

tratados con gemfibrozilo, del 64% para los tratados con

fenofibrato y del 298% para aquellos cultivos que han sido

tratados con bezafibrato; en lo referente al contenido

citoesqueletal por célula, éste es superior en las células
tratadas que en las células controles, siendo un 25% superior en
las que han sido tratadas con gemfibrozilo, un 75% para las
tratadas con fenofibrato y un 325% superior cuando 1las células

han sido tratadas con bezafibrato.

IV.D. Inmunoblotting con los anticuerpos monoclonales antidesmina

y antivimentina

Una vez realizado la separacién electroforética de
las proteinas citoplasmaticas Y citoesqueléticas, en las
diferentes muestras procedentes de los miocardiocitos, tanto de
tejidos, como de 1los cultivos celulares, se procedié a su
transferencia al papel de nitrocelulosa realizéndose el revelado
de la reaccidn antigeno-anticuerpo con los diferentes anticuerpos
monoclonales, observandose que en todas las muestras estudiadas
el anticﬁerpo menoclonal antidesmina reconoce una banda proteica
con un peso molecular aproximado de 54.000-55.000 daltons y el
anticuerpc monoclonal antivimentina reconoce una banda proteica
situada a una altura en el gel que corresponde con una mbélecula
de peso molecular aproximado de 57.000-58.000 daltcns (Figura 5).







TABLA T

Las biopsias de corazén humano adulto obtenidas

presentan

mediante intervencidn

quirurgica,
comprendida entre 0,240-0,933 g.

una masa
Los resultados se expresan como
1a media de 5 pesadas, de los pesos en gramos de cada una

biopsias

de las

utilizadas en 1las diversas experiencias realizadas,

tanto de cultivos, como en las experiencias de subfraccionamiento

y electroforesis proteica.

la media.

El + representa el error estandar de

cada biopsia cardiaca humana

0,240+0,002
0,243+0,003
0,244+0,003
0,255+0,002
0,258+0,003
0,270+0,004
0,270+0,001
0,289+0,002
0,292+0,004
0,300+0,005
0,320+0,005
0,320+0,006

0,223+0,009
0,333+0,003
0,360+0,007
0,362+0,006
0,362+0,006
0,365+0,004
0,371+0,008
0,380+0,006
0,388+0,008
0,390+0,010
0,414%0,005
0,418%0,010

0,420+0,009
0,420+0,011
0,433%0,013
0,440+0,010
0,441+0,00"
0,445+0,013
0,445+0,010
0,450+0,010
0,485+0,012
0,488+0,015
0,500+0,008
0,505+0,012

0,513+0,013
0,520+0,012
0,520+0,009
0,532+0,011
0,550+0,011
0,551+0,014
0,580+0,007
0,585+0,012
0,590+0,008
0,620+0,016
0,620+0,015
0,628+0,014

0,640+0,011
0,643£0,015
0,697+0,014
0,722+0,018
0,748+0,017
0,785%9,015
0,830:0,020
0,862+0,023
0,870+0,020
0,933%0,023




TABLA II

Cambios en el numero de células por corazdbdn

obtenidas por los diferentes procesos de disgregacién tisular
utilizados para el aislamiento celular a partir de embriones de
pollo de diversas edadés, representadas por su estadio H.H. de
desirrollo embrionario. La primera columna representa la edad del
embi'iébn y las siguientes 1los diferentes métodos de disgregacién
expe rimentados ( método fisice, método enzimatico con tripsina a

379eC y método enzimatico con tripsina a 4°C).

Nimero de células obtenidas por corazén

Fisico Tripsina 372C Tripsina 4°C

0,115
0,150
0,165
3,200

H.
H.
H.
H.

XXXJIII




TABLA III

Evolucién de la densidad celular (células/ml) de
los cultivos de miocardiocitos procedentes de corazones

embrionarios de pollo del estadio XXIX H.H., en los diferentes
medios de cultivo. La densidad inicial de siembra fue de 150

102 células/ml y se hizo recuento celular en cada uno de los
pocillos a lo largo de los dias 7, 14, 21 y 28 de cultivo; 1los
medios de cultivo utilizados para la experiencia fueron el
Hank's, MEM, DMEM ¥y RPMI-1640. En la primera columna de la tabla
se relaciona el medio de cultivo utilizados y en las siguientes
columnas el numero de células viables observadas a lo largo de

los dias de cultivo.

Densidad celular gcélulaszmlz

Medio de Dias de cultivo

cultivo 14

Hank's
MEM

DMEM
RPMI-1640




TABLA IV

Evolucién de la densidad celular (células/ml) de
los cultivos de miocardiocitos procedentes de

embrionarios de pollo del estadio XXIX H.H., en los

corazones

diferentes
medios de cultivo suplementados con el 20% de suero fetal de

ternera (SFT). La densidad inicial de siembra fue de 150 . 10
células/ml, haciéndose un recuento periédico cada 7 dias de las
c&élulas viables en cada pocillo. La primera columna representa a
los medios de cultivo suplementados con el 20% de SFT utilizados,
las siguientes columnas representa la densidad de células viables

observadas a lo largo de los dias en cultivo.

Densidad celular gcélulas(mll

Medio de Dias de cultivo

cultivo : 14

Hank's +20%SFT
MEM +20%SFT
DMEM +20%SFT
RPMI-1640 +20%SFT




TABLA V

Evolucién de la densidad celular ‘células/ml) en
los cultivos de miocardiocitos procedentes de
embrionarios de pollo del estadio XXIX H.H.

DMEM +20%SFT (control),

corazones
en medio de cultivo
suplementados con diferentes factores de
crecimiento conocidos y a diferentes concentraciones en los
medios de cultivo ( Factor de crecimiento epidermico (EGF
"epidermal growth factor") a 10-° y 10-7, Transferrina humana
{trant.) 10" ' .¥ 10-¢, insulina 0,2 ¥ 2 UI/ml, interferdn 0,4 vy 2
ul/ml Y Fitohewmaglutinina (Fitohema) 6 y 8 pl/ml. La densidad de
siembra fue de 150 . 10% células/ml y se hizo recuento celular
peribdicamente (cada 7 dias) a lo largo del cultivo. En la
primera columna se representan los factores de crecimiento y las
concentraciones & la gque se encuentran en el medio, las
siguientes representan la densidad celular a lo largo del tiempo

de cultivo.

D~nsidad celular gcélulas(mll

Factor de de cultivo

e —————

crecimiento 14

Control
EGF

EGF
Transf.
Transf.
Fitohema

Fitohema

6

8

Insulina 0.2
2

Insulina
Interferdn 0.

4
Tnterferdn 2




TABLA VI

Evolucién de la densidad celular (células/ml) en

los cultivos de células cardiacas procedentes de embriones del

estadio XXIX H.H. en medio de cultivo DMEM +20%SFT ( control ),

suplementado con medios de cultivo procedentes de cultivos
celulares de lineas celulares establecidas (Hela-229, McCoy. Hela
v Hep-2) ¥ de cultivos de fibroblastos embrionarios de pulmén
humano, a la dilucién 1/2 con el medio de cultivo. La densidad
utilizada para la siembra fue de 150 . 10 células/ml ¥ el
recuento celular se realizé cada 7 dias durante un periodo de 28
dias de cultivo. La primera columna representa las células cuyos
medios de cultivo hemos utilizado y 1las siguiéntes columnas
representan la densidad celular a lo largo de los dias de

cultivo.

Densidad celular (células/ml)

Dias de cultive

células 14

Control
Fibroblastos
Hela-229
McCoy

Hela

Hep-2




TABLA VII

Evolucién de la densidad celular (células/ml) de

los cultivos primarios de miocardiocitos embrionarios de pollo,

posteriormente seran utilizados para el establecimiento del
cultivo secundario.

que

Se aislarén las células correspondiente a un

corazén de cada estadio del desarrollo y se sembrd en medio de

cultivo, haciendo un recuento celular cada 7 dias. En los
cultivos que manifestaron un aumento de la poblacidn celular,
dicha proliferacién se observa en el recuento celular rcalizado
el dia 14 del cultivo, siguiendo aumentando la poblacién celular
&n B> dia 321 14 cultivo cuando se realizé el pase para el
establecimiento del cultivo secundario. La primera columna
representa 1la edad del embrién utilizado ¥y las siguientes 1la

densidad celular para cada uno de los dias de cultivo primario.

Evolucién de 1la densidad celular (células/ml)

{as de cultivo

Edad del

embrién

XVIII H.H.
XXV H.H.
XXI¥ H.H.




TABLA VIII

La evolucién de la densidad celular (células/ml) a

lo largo del tiempo de cultivo secundario fue estudiada

en

diferentes medios de cultivo realizandose un recuento celular

cada 7 dias. La primera co' .na representa los medios de cultivo
utilizados vy las siguient 1a densidad celular en los medios a

1o largo de .os dias de cultivo.

Numero de células/ml.10% durante los cultivos secundarios

e ————

Medio de Dias en cultivo

cultivo 7 14

Hank's

DMEM

MEM

MEM~+2%SFT
RPMI-1640
RPMI—1640+10%SFT




TABLA IX

Evolucién de la poblacién celular ( células/ml ) a

lo largo del cultivo primario de miocardiocitos humanos

procedentes de biopsia quirurgica de corazdédn adulto. E1 recuento
celular se realizé cada 7 dias, durante 28 dias de cultivo; 1la
primera linea representa la densidad de las células vivas, la

segunda la densidad de las células muertas.

humana en

cultivo (células/ml)

Dias de cultivo

7 14




El peso medio de cada corazén a 1lo largo del

mediante extraccién de
corazones de embriones de pollo de diferentes edades.

desarrolloc embrionario fue estudiado

La primera
columna representa la edad del embrién (Estadio H.H.). la segunda

el numero de corazones extraides, 1la tercera los mg que pesaron

los corazones extraidos y la ultima columna representa el peso

(mg) aproximado de cada corazén por estadio H.H.

del desarrollo

embrionarioc. Los resultados se expresan como la media de 3

experiencias. EL * representa el error estandar de la media.

Masa cardiaca en el desarrollo embrionario

——————————————

Edad del

embrién

Nimero de

corazones

Peso (mg)

corazones

Peso (mg)

corazbén

XVIII
XX
XXII
XXV
XXVII
XXIX
XXXIII
XXXVI
XXXVII
XXXVIII
XXXIX
XL
XLII
XLIV
XLV

92,134+ 3,601
113,900+ 4,020
92,614+ 4,123
106,233+ 2,891
90,112+ 1,987
119,005+ 3,771
250, 654+18,199
94,235+ 5,125
130,896+ 7,801
210,103+17,902
269,671+21,805
270,007+18,956
309,532+22,009
207,670+19,589
230,904+25,033

3,543+ 0,017
4,950+ 0,475
4,874+ 0,034
5,591+ 0,112
5,300+ 0,570
7,930+ 0,523

16,710+ 0,540
23,558+ 1,208
43,632+ 3,118

105,051+ 9,067

134,835+ 7,991

135,000+10,085

154,766+12,341
207,670+19,589
230,904+25,033




subfraccionamiento

pollo,

subcelulares,

proteicas

homcgeneizacidn tisular, det

(mg/ml)

representa la edad de
se extraen
concentracidn
concentraciones
obtenidas

expresan

celulares,

proteica

proteicas

TABLA XI

Mediante

celular

obtiene de cada
que corresponde a la fraccién
(soluble en tritén X-1C0) y otra fr

en SDS). Se han tomado muestras

una de las

corazones,

1a media de 3 medias.

estandar de la medida.

Concentracién

embrionario de pollo

Edad del

embrién

Homogenado

los

asi como

las
del
de

rtir del homogenado tisular.

homogeneizacién

corazén 2 fracciones

de cada una de las

mnuestras.

los embriones (Estadio H.H.) de los

homogenado

cada una de

proteica (mg[ml) del tejido

Fraccién

citoplasmatica

corazones

primera

siguientes

El + representa el

posterior

embrionarios

citoplasmatica

accién citoesqueletal (soluble

del homogenado obtenido tras

erminandose la concentracién proteica

representan
tisular Yy

subfracciones

resultados

cardiaco

e ———

Fraccién

citoesquelética

0,260+0,009
0,269+0,001
0,769+0,013
0,93040,012
1,35440,019
2,277+0,070
2,305+0,091

0,186%0,003
0,260%0,004
0,586%0,007
0,534+0,005
0,791+0,010
1,686+0,134
1,23640,112

0,104+0,009
0,085+0,005
0,139+0,000
0,458+0,004
0,226+0,000
0,921+0,009
0,744+0,011

proteicas

fracciones

columna

cuales

error



Concentracidn

proteica (mg/ml)

Edad del

embrién

Homogenado

Fraccidén

citoplasmatica

del tejido cardiaco
embrionario de pollo ( continuacién )

Fraccién

citoesquelética

XXXVI
XXXVII
XXXVIII
XXXIX
XL

XLII
XLIV
XLV

1,621+0,031
1,90040,113
3,068+0,324
3,519+0,297
5,098+0,453
6,023+0,367
6,720+0,453
6,603+0,501

1,208%0,201
1,610+0,047
1,305+0,153
1,416+0,051
2,322+0,086
3.002+0,091
3,608+0,345
2,580+0,187

0,595+0,013
0,721+0,009
0,874+0,012
1,059+0,023
1,511+0,042
1,931+0,063
1,624+0,087
1,461+0,063




TABLA XII

La concentracién proteica (mg/ml) obtenida en el

homogenado del tejido cardiaco embrionario de pollo, se ha

convertido en la concentracién proteica que corresponde a 100 mg

de tejido de cada estadio del desarrollo estudiado. La primera

columna representa la edad del embridn (Estadio H.H.), 1las
siguientes representan la concentracisn proteica (mg/ml) por cada

100 mg de tejido cardiaco del homogenado, fraccién soluble en

Tritén X-100 (fraccién citoplasmatica) y fraccién soluble en SDS

(fraccibébn del citoesqueleto) respectivamente. Los resultados
se expresan como la media de 3 medidas. El1 * representa el error
estandar de la media.

Concentracién proteica (mg/ml)/ 100 mg de tejido cardiaco
embrionario de pollo

Edad del Fraccién Fraccién

embrién

Homogenado

citoplasmatica citoesquelética

XVIII
XX
XXII
XXV
XXVII
XXIX
XXXIII
XXXVI
XXXVII

0,282+0,010
0,236+0,001
0,835+0,015
0,876+0,012
1.50440,021
1.91340,059
0.922+0,036
1.724+0,033
1. 461+0,087

0,202+0,003
0,228+0,003
0,636+0,008
0,503%0,005
0,878+0,012
1,416+0,113
0,494+0,045
1,235+0,213
1,238+0,036

0,113+0,009
0,057+0,004
0,151+0,000
0,432+0,003
0,251+0,000
0,773+0,008
0,297+0,005
0,632+0,014
0,554+0,007




ConcentraciOn proteica (mg/ml)/ 100 mg de tejido cardiaco
embrionario de pollo ( continuacién )

Edad del

embridn

Homogenado

Fraccién

citoplasmatica

Fraccibn

citoesquelética

XXXVIII
XXXIX
XL

XLII
XLIV
XLV

1,460%0,155
1,308+0,110
1,888+0,167
1,946+0,147
3,246+0,219
2,870+0,218

0,621+0,020
0,526+0,019
0,860+0,031
0,970+0,036
1,742%0,167
1,12140,018

0,416+0,005
0,393%0,008
0,559+0,015
0,623+0,021
0,784+0,042
0,635+0,027




fueron separada

volumen de 15 nul
pg/ul. Mediante

proteina en

electroforesis.

del embridén

citoplasmatica

representan 1a cantidad
los diferentes

media de 3 experiencias.

media.

Contenido en

citoplasméticasI

Edad cel

embridn

de muestra,

carriles.

en el desar.

TABLA XII1I

difcrentes

embrién de pollo,

(ng) de proteinas desmina y V

El + representa el error

Desmina

muestl is
citoplasma de los diferentes estadins H.H.

proteicas

del embrién de
s mediante electroforesis en SDS-PAGE (gel
depositandosc en cada pocillo, correspondiente a cada carril, un
a una concentracién proteica de
cstudio densitométrico de las diferentes bandas
proteicas obtenidas, se determiné el contenido proteico de
15 ug de proteina corrida en cada carril de
primera columna de la tabla representa
dio H.H.) del que se ha obtenido 1la

i~uientes

Los resultad s se expresan

estandar de la

na y vimentina (ng/15 ne proteinas totales)
)1lo embrionario del peollo

Vimentina

fraccibdn
columnas

imentina en

1,32040,105
1,510+0,180
1,790%0,270
1,75540,095
1,590+0,054

1,725%0,015

1,815%0,230
1,650+0,179

0,420:0,101
0,555+0,080
0,705t0,060
0,72010,056
0,57010,045
0,960£0,092
0,?7010,065
0,81010,110




Contenido en

desmina y vimentina

q/15 ug

citoplasmaticas,

( continuacién )

Edad del

embridn

en el

desarrol.o

proteinas

embrionario del

totales)
pollo

Desmina

Vimentina

XXXVII
XXXVIII
XXXIX

T
il

1,63540,120
1,92040,135
1,800+0,122
1,455+0,090
1,46740,075
1,60540,130
1,485+0,230

0,855+0,070
0,840+0,089
0,750+0,092
0,756+0,075
0,690+0,044
0,755+0,085

0,705£0,120




TABLA XIV

A partir de 1los datos obtenidos del estudio

densitométrico de los geles y las concentraciones proteicas del

citoplasma determinadas correspondientes a !

Jmg de tejido
cardiaco embrionario, se determinaron los ug ae cada proteina

(desmina y vimentina) que contienen 100 mg de tejid. cardiaco
a lo 1largo del desarrollo del embrién de pollo. La primera
columna representa la edad del embrién (estadio H.H.) ¥ las
siguientes los ug de desmina y vimentina en 100 mg de tejido. Los
resultados se exXpresan Como 1a media de 3 experiencias. El =

representa el error estandar de la media.

Contenido en desmina Yy vimentina (pg/100 mg tejido cardiaco)

citoplaswaticas,

tdad del

embrién

en el desarrollo

Desmina

embrionario del pello

Vimentina

XVIII
XX
XXII
XXV
XXVII
XXIX
XXXIII
XXXVI
XXXVII
XXXVIII
XXXIX
XL
XLII
XLIV
XuV

17,776% 1,726
22,952+ 3,074
75,896+12,272
58 851+ 3,838
93,068+ 3,160

162,840+14,524

59,774%13,709

141,100%16,390
134,942+14,116

79,488+ 8,329
63,120 6,712
83,420+ 8,353
94,866+ 9,578

186,394+34,413
1]0,979i19.246

5,656+ 1,464

8,436+ 1,343
29,892+ 3,424
24,144+ 1,640
33,364+ 3,126
90,624+16,609
28,652 5,664
69,390122,487
70,566+ 8,007
34,776 4,923
26,300+ 4,292
43,344 6,017
44,620+ 5,096
87,680+19,112

'g1,874+19,229




TABLA XV

Las diferentes muestras proteicas del

citoesqueleto obtenidas de los diferentes estadios H.H. del

embrién de pollo fueron separadas mediante electroforesis en SDS-

PAGE (gel 12%), depositéandose en c~da pocillo correspondiente a

cada carril un vclumen de 15 pl de muestra, & una concentracién

proteica de 1 ug/nl. Mediante estudio densitométrico de las
diferentes bandas proteicas obtenidas, se determind el contenido
proteico correspondiente a cada proteina en los 15 ug de
proteinas totales corridas en cada carril de electroforesis. La
primera columna de 1la tabla representa la edad del embribn
(estadio H.H.) del que se ha obtenido la fraccién citoplasmatica
del embrién de pollo, 1las siguientes columnas representan la
cantidad (ng) de proteinas desmina y vimentina en los diferentes
carriles. Los resultados se expresan CcoOmo la media de 3

experiencias. El + representa el error estandar de la media.

Contenido en desmina y vimentina (ng/15 uga proteinas totales)

citoesqueléticas, &en el desarrollo embrionario del pollo

Edad del Desmina vimentina

embrién

0,31520,015 1,425%0,120
0,765+0,135 1,320£0,145
1,005+0,205 . 0,570%0,035
0,690+0,099 0,345%0,015
0,930+0,160 0,375%0,065
1,32040,185 0,360+0,092
0,930+0,087 0,330%0,055
1,335+0,140 0,210%0,050




Contenido en

desmina y vimentina (pg/15 pg proteinas

citoesgueléticas,

( continuacién )

Edad del

embridn

en

totales)

el desarrolloc embrionario del

pollo

Desmina

Vimentina

XXXVII
XXXVIII
XXXIX
XL

XLII
XLIV
XLV

1,425+0,125
1,320%0,131%

1,30520,1580

1,455%0,192
1,260%0,110
1,230%0,180
1,485:0,250

0,225+0,030
0,210+0,041
0,195+0,025
0,180+0,018
0,210%0,032
0,180%0,025
0,202+0,017




TABLA XVI

A partir de 1los datos obtenidos ¢~1 estudio

densitométrico de los geles y las concentraciones proteicas del

citoesqueleto determinadas, correspondientes a 100 mg de

tejido
cardiaco embrionario, se determinaron los ug de cada proteina
(desmina y vimentina) que contienen 100 mg de tejido cardiaco
a lo largo del desarrollo del embrién de pollo. La primera
columna representa la edad del embridn (estadio H.H.) y las
siguientes los ug de desmina y vimentina en 100 mg de tejido. Los
resultados se expresan comc la media de 3 experiencias. El1 £

representa el error estandar de la media.

Contenido en desmina ¥y vimentina (ug/100 mg tejido cardiaco)

citoesqueléticas, en el desarrollo embrionario del pollo

Edad del Desmina Vimentina

embridén

XVIII 1,186%
XX 1,887+
XXII §,058%
XXV 9,936%
XXVII 1, TR
XXIX 34,012¢
XXXIII | 9,207
XXXVI 28,1244
XXKVII 26,3152
XXXVIII 18,3042
KXXIX 17,095
¥, 27,114
XLII 26,1662
KLIV 32,144%
XLV 31,432¢




TABLA XVII

El miocardio de las biopsias quirurgicas de

corazébdn humano adulto, una vez aislada es homogeneizado

( homogeneizador manual Y polytrén ) ¥ posteriormente son
separadas las subfracciones proteicas cnlulares correspondientes
al citoplasma Yy citoesqueleto. La tabla representa el numero de
biopsias utilizadas, el peso total (g) de 1las biopsias
utilizadas, el peso total (g) del miocardio obtenido, la
concentracioéon proteica (mg/ml) del homogenado, citoplasma ¥
citoesqueleto, obtenidas para los dos métodos de homogeneizacién
utilizados. Los resultados se expresan como 1la media de 3

experiencias. E1 + representa el error estandar de la media.

Concentracién proteica (mg/ml) en el tejido miocardico

LS AR

humano de adulto

Polytrdn

NUmero biopsias 6 6
Peso (g) biopsias 2,964+0,541 3,105+0,610
.Peso (g) miocardio 0,44010,137 0,461i0,097

HMld o= ===

3,61820,387 4,791+0,410
0,972+0,017 1,058%0,045

Homogenado gmg[mlk
Citoplasma gmg[mll .
Citoesgueleto gmg{mlg 1,02010,037 1,150+0,04




TABLA XVIII

A partir de 1las concentraciones proteicas
obtenidas del homogenado y de las fracciones citoplasmaticas ¥y

citoesqueléticas, partiendo de la masa de miocardic wutilizada

para la homogeneizacién ( manual y polytrén), hemos obtenido los
valores de las concentraciones proteicas (mg/ml) que
corresponderian a 100 mg de tejido miocardico de humano adulto.
Los resultados se expresan como la media de 3 experiencias. El %

representa el error estandar de la media.

Concentracién proteica (mg/ml) para 100 mg de miocardio

adulto humano

Homogeneizacién Homogenado Citoplasma Citoesqueleto

Manual 0,822+0,127 0,22040,048 0,231+0,047
Polytron 1,039+0,106 0,229+0,031 0,249+0,038




TABLA XIX

Las diferentes muestras proteicas procedentes de

las biopsias humanas, homogeneizadas
polytrén,

manualmente o mediante

fueron aisladas y separadas mediante electroforesis en

SDS-PAGE (gel 12%), depositandose en cada pocillo correspondiente

a cada carril un volumen de 15 ul de muestra, a una

concentracién proteica de 1 ug/ul. Mediante estudio
densitométrico de las diferentes bandas proteicas obtenidas,
determiné el contenido proteico (pg) de cada proteina en los
ng de proteinas corrida en cada carril de electroforesis.
primera columna de la tabla representa el método
homogeneizaclon empleado, las siguientes columnas representan la
cantidad (ug) de proteinas desmina y vimentina en los diferentes
carriles. A continuacién se representa 1a cantidad de desmina y
vimentina présente en las fracciones citoplasméaticas Yy
citoesqueléticas correspondientes a 100 mg de tejido miocardico.
Los resultados se expresan como la media de 3 experiencias. El

fepresenta el error estéandar de la media.

Contenido (ug) en desmina y vimentina en tejido miocardico humano

e —

adulto

Homogeneizador Citoplasma Citoesqueleto
Desmina Vimentina Desmina Vimentina

Manual 0,735+0,023 0,360+0,013 0,630+0,049 0,600+0,053

polytrén 0,990+0,078 0,345+0,051 0,705+0,056 0,660+0,061

contenido €n 100 mg de miocardio

Manual 10,780+2,923 5,280t1,384 4,851+1,441

Polytrénl5,ll413,398 5,26711,597 5,851+1,429




TABLA XX

A partir de corazones del estadio XXV H.H. del
desarrollo embrionario del pollo, hemos cultivado frascos de

cultivo ( 1.000.000 células/ml) y extraido las células a los 17,

14, 21 1y 28 dias de cultivo. A continuacién se ha realizado el

subfraccionamiento celular vy se na determinado la concentracién
proteica (mg/ml) del homogenado, fraccién citoplasmatica (soluble
en Tritén X-100) y la fraccién correspondiente al citoesqueleto
(soluble en SDS) a lo largo de los dias de cultivo. Debajo de
cada resultado, entre parentesis, se eXxpresa el contenido
proteico en ugd correspondiente a cada célula viable en el
cultivo. Los resultados se expresan COmMO la media de 3

experiencias. El1 % representa el error estandar de la media.

Concentracién proteica (mg/ml) en cultivos de miocardiocitos

del estadio XXV H.H.

Dias en Homogenado Fraccién Fraccién

cultivo citoplasméatica citoesquelética

0,793+0,042 0,364+0,029 0,312+0,033
(99,3 x 10°*) (96,8 x 10%) (15,6 X 10°7)
1,187+0,004 1,066+0,050 0,233+0,001

{131.8 X 10-6) (118,4 x 10-%) (12,9 % 10°%)

1,529+0,185 1,306+0,122 0,220+0,084

{203,8 X 10-8) (174,1 X 10°%) (14,6 X 10-¢)




Concentracién proteica (mg/ml) en cultivos de miocardiocitos

del estadio XXV H.H. ( continuacién )

Dias en Homogenado Fraccién Fraccién
cultivo citoplasmatica citoesquelética

0,603+0,091 0,396+0,045 0,177+0,018

(135,89 » 104} 116.1 = A0V (17,0 % 18°%)

1,045%0,010 0,787+0,087 0,231+0,048

(190,0 x 10-%) (143,0 X 10-4) (21,0 = 1074




TABLA XXI

A partir de corazones embrionarios de pollo del
estadio XXIX H.H., hemos cultivado frascos de cultivo ( 1.000.000
células/ml) y extraido las células a lo8 7, 14, 21 y 28 aias de

cultivo. A continuacién se ha realizado el subfraccionamiento

celular y se ha determinado la concentracién proteica (mg/ml) del
homogenado, fraccién citoplasmatica (soluble en Tritén X-100) y
1a fraccion correspondiente al citoesqueleto (soluble en SpsS) a
lo largo de los dias de cultivo. Debajc de cada resultado, entre
paréntesis, se  expresa el contenido proteico en Hg
correspondiente a cada célula viable en el cultivo. Los
resultados se expresan como la media de 3 experiencias. Bl 3

representa el error estandar de la media.

Concentracién proteica (mg/ml n cultivos de miocardiocitos

en cultivos miocardaloc’-rs=
del estadio XXIX H.H.

Homogenado Fraccidbdn Fraccién

citoplasmética citoesquelética

1,129+0,099 0,794+0,034 0,214+0,011
1113,9 % 10-%) (79,4 x 10°%) (10,7 % 10-%)

1,167+0,113 0,810+0,056 0,285+0,018
bl

(137.,2 X 10-%) (95,2 X 10-% ) (16,7 % 1§

0. 574+0,042 0,437+0,038 0,13310,002

(88,3 X 10-%) (67,2 X 10-%) (10,2 X 16-%)




Concentracién

proteica (mg/ml) en cultivos de miocardiocitos

del estadio XXIX H.H. ( continuacién )

Dias en Homogenado

cultivo

Fraccibn Fraccién

citoplasmatica citoesquelética

0,151+0,042

(34,3 % 10°})

0,640+0,032

{139,1 x 10°%)

0,075+0,017 0,148+0,044
(7.0 x 10°% | (16,8 x 10-%)
0,588+0,057 0,165+0,03?2

{127.8 % 10°°) (17,6 x 10°% ]




TABLA XXII

A partir de corazones embrionarios de pollo del
estadio XXXIX H.H., hemos cultivado frascos de cultivo
( 1.000.000 células/ml) y extraido las células a los 7, 14, 21 ¥
28 dias de cultivo. A continuacién se ha real zado el
subfraccionamiento celuiar y se ha determinado la concentracidn
proteica (mg/ml) del homogenado, fraccién citoplasmitica (soluble
en Tritén X-100) y la fraccién correspondiente al citoesqueleto
(soluble en SDS) = lo largo de los dias de cultivo. Dehajo de
cada esultado, e...re parentesis, se expre-A el contenido
proteico en ug correspondiente a cada célula viable en el
cultivo. Los resultados se eXpresan como la media de 3

experienc’'s. El % representa el error estandar de la media.

Concentracién proteica (mg/ml) en cultivos de miocardiocitos

del estadio XXXIX H.H.

Homogenado Fraccién Fraccién

Citoplasméatica Citoesquelética

0,922+0,091 0,537+0,087 0,294+0,031
(83,1 x 10°%) (63,7 x 10741 (14,7 x 10PN

1,183+0,042 0,970%0,071 0,245+0,005

{173,9 X 10-6) (142,6 X 10-6) (18,0 X 10-%1

. 1,146%0,114 0,974+C,076 0,254+0,071

{220.3 K 10-6) (187,3 X 10-6) 1.4,4 % 10-%]




centracién proteica (mg/ml)

en cuittivos de miocardiocitos
( continuacién )

Con
del

estadio XX¥IM '.H.

Homogenado Fracciédn Fraccidn

Citoplasmatica Citoesquelética

0,396+0,014 0,233+£0,026 0,155+0,030

(223,77 % 10%) 73,8 % U (34,2 x 107"}

1,102+0,173 0,780%0,023 0,208+0,048

{380,0 % 10°%) {268 .9 & 10°%) (35,8 x 10°%)




TABLA XXIII

Las proteinas
subcelulares de

componentes de 1las fraciones

pollo del
son separadas electroforéticamente en SDS-PAGE

los miocardiocitos embrionarios de
estadio XXV H.H.,

(geles 12%) en nuestras de 15 ul ( a una concentracién

proteica
de 1 ng/pl) por carril de efectroforesis ¥y 1a cantidad (ng) de

rada proteina es determinada mediante lectura densitométrica de

.os geles. La primera columna representa 1os dias de cultivo de

“as células, la siguiente la cantidad de desmina ¥ vimentina que

{orma parte de 15 ug de proteinas totales citoplasmatices, ¥ la
tercera columna representa la cantidad de desmina Y vimentina que

{orma parte de 15 pg de proteinas totales citoesqueléticas. Los

resultades se El £

expresan como 1a media de 3 experiencias.

representa el error estandar de la media.

cantidad (pnag) de desmina y vimentina gue forma parte de 15 ud de

proteinas citoplasmaticas @ citoesqueléticas (Estadio X vV H.H.)

Citoesqueleto

Dias en Citoplasma

cultivo

Desmina

Vimentina

Desmina

vimentina

1,755+0,135
1,725+0,195
1,12540,093
0,915+0,060
0,645%0,132

0,720%0,035
c,660%0,075
1,080+0,112
1,125¢0,105
1,3350,244

0,690+0,083
0,602+0,165
1,11040,090
0,945+0,170
0,750+0,180

0,345+0,086
0,570+0,109
0,465%0,009
0,645:0,125
0,6300,120




TABLA XXIV

Hemos determinado la cantidad ( ug ) de desmina Yy

contienen cada uno de los frascos de cultivo de

miocardiocitos embrionarios de pollo del estadio XXV H.H.

vimentina dque

a lo
largo de los dias de cultivo. La primera columuz r-presenta a los
dias de duracién del cultivo, la segunda 1la cantidad en ug de
desmina y vimentina citoplasmatica, y la tercera la cantidad (ug)
de dichas proteinas en el citoesqueleto; en la parte inferior de
cada valor proteico, entre parentesis se representa la cantidad
( ng ) de dichas proteinas que corresponde a cada célula viva.
Los resultados se expresaa como la media de 3 experiencias. El *

representa el error estandar de la media.

Contenido en desming ¥ vimentina de las células a lo largo del
tiempo de cultivo (Estadio XXV H.H.)

Dias de Citoplasma Citoesgueleto
cultivo Desmina Vimentina Desmina Vvimentina

42,588+ 6,799 17,472+ 1,805 7,176+ 1,713 3,588+ 1,368

(4 9 x 10-¢) (1,7 X 10 ") (0.7 % 10°7%) (0,3 x 10°%)

122,590+42,578 46,904+11,784 4,675+ 1,307 4,427+ 0,869

(13,6 X 10-8) (5,2 X 10-%) (0,5 x 10-5) (0,4 X 10-%)

97,950+18,003 94,032+19,446 8,140 4,020 3,410% 1,393

-6
(13,0 %X A0r®] {12.5 % 16-°) (1,0 X 10-%) (0,4 x 10 )




Contenido

tiempo de

Dias de

cultivo

en desmina Yy vimentina de las

células a lo largo del
cultivo (Estadio XXV H.H.) ( continuacién )

Citoplasma Citoesgueleto

Desmina Vimentina Desmina Vimentina

24,156+ 4,215 29,700+ 6,462 5,575+ 1,672 3,805+ 1,200

a6 A0t ey 1) (2,0 & 10*) (0,7 & Ir*]

33,841+11,484 70,043+22,27% 5,775+ 2,874 4,851x 2,124

£ & x 100 (12,7 x 10°%) {1,0 x 10=%) (0,8 x 10-%)




12%) en
ug/nl)
proteina
geles.

células,

tercera columr

forma

resulcados

representz2

la

part

Las proteinas

TABLA XXV

componentes de las

subfraciones
celulares de los miocardiocitos embrionarios de pollo del esta
XXIX H.H.,

dio

son separadas electroforéticamente en SDS-PAGE (geles

muestras de 15 ul

carril de efectroforesis y la caniidad (ug) de

es determinada mediant

primera columna re

e de 15 ug de proteinas totales citoesqu

se expresan como la media de 3

siguiente

21 error estéandar de la media.

cantidad (ng) de desmina y vim

groteinas citoglasméticas

Dias en

cultivo

entina gue forma parte de 15 Bd
{Estadio

g'citoesqueléticas

s totales citoplasmaticas,

representa 1a cantidad de desmina ¥y

Ccitoplasma

Desmina

vimentina

Citoesqueleto

Desmina

experiencias.

( a una concentrarién proteica de 1

cada

e lectura densitométrica de 1los
presenta los dias de cultivo de las
1a cantidad de desmina ¥y
forma parte de 15 ug de proteina

vimentina que

y la

vimentina que

eléticas. Los

1L =

de

XXIX H.H.)

Vimentina

1,725+0,297
1,185+0,128
1,11040,129
0,93010,088
0,87010,097

0,970+0,123
1,410%0,191
1,830%0,203
1,6350,214
1,985%0,295

1,260+0,134
1,18540,163
1,215%0,157
1,0200,123
0,810%0,096

0,360£0,082
0,840+0,114
1,020+0,144
0,660£0,079
0,705+0,082




TABLA XXVI

Henos determinado la cantidad ( ug ) de desmina

Yy
vimentina que contienen cada uno de los frascos de

cultivo de
miocardiocitos embrionarios de pollo del estadio XXIX H.H.

los diferentes dias de cultivo.

tras
La primera columna representa a
los dias de duracién del cultivo, la segunda la cantidad en nug de

desmina y vimentina citoplasméatica, y la tercera la cantidad (ug)
de dichas proteinas en el citoesqueleto; en la parte inferior de
cada valor proteico, entre paréntesis se representa la cantidad
( ug ) de dichas proteinas que corresponden a cada célula viva.
Los resultados se expresan como la media de 3 experiencias. EIl %

representa el error estandar de la media.

Contenido en desmina Y vimentina de las células a lo largo del

_.__———-—__.-—-—

tiempo de cultivo (Estadio XXIX H.H.)

Dias de Citoplasma Citoesqueleto
cultivo Desmina Vimentina Desmina Vimentina

91,310+19,310 51,345+ 8,697 8,988+ 1,467 2,568 0,747

{9.1 x 10‘5)‘ (5,1 x 10%) (0,8 x 10-°) (0,2 % 10°%)

63,990+11,929 76,140%16,291 11,257+ 2,357 7,980+ 1,687
{ 7.5 & 10-8) (8,9 % 10-%) (1,3 x 10°°) (0,9 x 10-°)

32,338+ 6,897 53,314&11,064 5,386+ 0,788 4,590+ 0,648

-6
( 4,9 X 10-%) (8,2 X 10"} (0.8 x 10 %2 (0,7 x 10 )




Contenido en

desmina y vimentina de las células
tiempo de cultivo (Estadio XXIX H.H.!@ ( continuaci

Dias de Citoplasma Citoesgueleto

cultivo Desmina Vimentina Desmina Vimentina

4,650+ 2,207 8,175+ 1,938 5,032+ 2,283 3,256% 1,473
{ 1.0 x 10°%) (1,8 x10°%) (1.1 2 10°%) (0,7 m )
34,104% 7,477 77,812+20,228 4,455+ 1,494 3,877+ 1,028

1 9.4 x 10°%) 116,93 x 10-¢) (0,9 x 10-¢) (0,8 x 10-%)




TABLA XXVII

Las proteinas

componentes de las
celulares de los miocardiocitos embriona

subfraciones
rios de pollo del estadio
XXXIX H.H., son separadas electroforéticamente en SDS-PAGE (geles

12%) en
wg/ul)
proteina
geles.
células,

forma pa

tercera columna representa 1

forma

resultados

representa el error estandar d

cantidad (ng) de desmina

e ———

proteinas citoplasméaticas O

Dias en

cultivo

es determin

la

mnuestras de 15 ul

carril de e

( a una concentracién proteica de 1

feccroforesis y la cantidad (npg) de

cada

ada mediante lectura densitométrica de los

primera columna representa los dias de cultivo de las

siguiente

1a cantidad de desmina Yy

rte de 15 ug de proteinas totales citopl

parte de 15 ug de proteinas tota

se expresan como la me

y vimentina gue forma

Citoplasma

Desmina

Vimentina

citoesgueléticas SEstadio

citoesgqueleto

Desmina

asmaticas,

experiencias.

vimentina que

y la

a cantidad de desmina y vimentina que
les citoesqueléticas. Los
dia de 3

e la media.

El ¢

parte de 15 ng de
XXXIX H.H.)

vimentina

1,810+0,186
1,530%0,171
0.915+0,108
1,050+0,143
1,602t0,146

0,735%0,078
0,903+0,094
1,17040,183
1,620£0,276
2,005%0,21.3

1,30540,157
0,765+0,059
1,155+0,164
0,855+0,113
0,840+0,045

0,270%0,065
0,405+0,074
0,705+0,124
0,510+0,118
0,270+0,063




TABLA XXVIII

Hemos determinado la cantidad ( ug ) de desmina Yy

vimentina que

miocardiocitos

los dias de duracién del cultivo,

cada valor proteico,

entre parentesis se

contienen cada uno de los frascos de

( ug ) de dichas proteinas que corresponde a cada

Los resultados

representa el error estéandar

Contenido

se expresan como

en desmina ¥ vimentina de

de la media.

P

tiempo de cultivo (Estadio XXXIX H.H.)

pDias de

cultivo Desmina

Citoplasma

Vimentina Desmina

la media de 3 experiencias.

las céluilas 2

citocsqueleto

cultivo de

embrionarios de pollo del estadio XXXIX H.H. tras

l1os diferentes dias de cultivo. La primera columna representa a

la segunda la cantidad en ug de
desmina y vimentina citoplasmatica, y la tercera la cantidad (ug)
de dichas proteinas en el citoesqueleto; en la parte inferior de
representa la cantidad

célula viva.

El £

Vimentina

64,789+18,244

(5,4 x 10°*)

98,940t19.109

(14,5 X 10-% )

59,6414+18,334

(11,4 X j0-8) |

26,313+ 6,383 13,7892 3,049

12,6 x 100%) (.8 810"

58,394110,797 6,247+ 0,619

(8.5 X 100%) (0,9 X 10-¢)

75,972111,738 9,779% 3,585

14,6 X 107" ) (1,8 X 300 )

2,646% 0,983
(6,2 x 10"
3,307 0,684
(0,4 X 10-¢)
5,96§t 1,928

(1.2 % i L




Contenidc en desmina Yy vimentina del

—

tiempo de cultivo (Estadio XXIX E.H.) L continuacién )

Dias de Citoplasma Citoesgueleto

cultivo Desmina Vimentina Desmina Vimentina

16,310+ 4,289 25,164+ 7,573 4,417+ 1,552 2,635+ 1,237
(.0 x 10" (7.8 % 10-°%) (1,3 % 10°%) (0,8 x 10-%)
83,304+10,272 104,426+12,832 5,824+ 1,728 1,872+ 0,969

{28,7 x 100*%) (36,0 x 10°%) (2,0 x 30°°) (0,6 x 10-%)




TABLA XXIX

Hemos aislado y cultivado miocardiocitos humanos
adultos procedentes de biopsias quirurgicas, extrayéndose
posteriormente las células de los cultivos tras 7. 4. 22 3 A
dias de cultivo. A continuacién se procedié al subfraccionamiento
~elular y a la posterior determinacién del contenido proteico
(mg/ml) del homogenado, fraccién citoplasmatica (soluble en
Tritén X-100) y 1la fraccién correspondiente al citoesgueleto
(soluble en SDS) a lo largo de los dias de cultivo, asi como del
tejido miocardico aisiado a partir de 1 biopsia (dia 0 de
cultivo). Debajo de cada resultado, entre paréntesis, se expresan
el contenido proteico en Hg correspondiente a cada célula viable
en el cultivo. Los resultados se .Xxpresan como la media de 3

experiencias. El % representa el error estandar de la media.

Concentracién proteica (mg/ml) de miocardiocitos

humanos adultos en cultivo

———

Dias en Homogenado Fraccién Fraccibn
cultivo citoplasmatica Citoesquelética

0,569+0,103 0,140+0,012 0,148+0,031

(227,6 X e (56,0 x 10-%) (29,6 x 10-°%)

0,378+0,091 0,210+0,045 0,268+0,064

(280,0 ¥ 107 (155,5 % 10-8) (99.2 % 16-%)




Concertracién proteica (mg/ml) de miocardiocitos

humanos adultos en cultivo ( continuacién )

Dias en Homogenado Fraccién Fracecién

cultivo Citoplasmatica Citoesquelética

0,143%0,005 0, 98+0,024 0,15910,021
(158,8 x 10-%) (108,8 x 10°%) (88,3 x 1023
0,352+0,051 0,252+0,031 0,196+0,037

(293,3 x 10-¢) (210,0 x 10-%) (81,6 x 10-°)

0,355+0,011 0,288+0,034 0,151+0,026

(443,7 x 10-¢) (360,0 x 1070 ) (94,3 x 10~%)




TABLA XXX

Las proteinas &~ las distintas subfracciones
celulares de los miocardiocitos humanos adultos en cultivo

separadas

son

electroforéticamente en SDS-PAGE (geles 12%) en
muestras de 15 ul ( a una concentracién ﬁroteica de 1 ng/nl) por

carril de efectroforesis y la cantidad (ng) de cada proteina es

determinada mediante lectura densitométrica de 1los geles. La

primera columna representa los dias de cultivo de las células, la

siguiente 1la cantidad de desmina y vimentina que forma parte de
15 pug de proteinas totales citoplasmaticas, y la tercera columna
representa la cantidad de desmina y vimentina que forma parte

15 ug de proteinas totales citoesqueléticas. Los resultados

expresan como la media de 3 experiencias. El*t+ representa

error estandar de la media.

cantidad (pg) de desmina y vimentina gue forma parte de 15 kg de

proteinas citoplasmaticas @ citoesgueléticas

humanos adultos)

guiocardiocitos

Citoplasma Ccitoesqueleto

Vvimentina

Dias en

cultivo Desmina Desmina Vimentina

0,870+0,046
0,885+0,031
0,832+0,067
0,907+0,098
0,465+0,086

0,345+0,038
0,953+0,142
1,327+0,183
1,260+0,095
0,975+0,113

0,630+0,065
0,725+0,104
1,26040,135
1,020+0,118
0,645+0,093




TABLA XXXI

Hemos determinado la cantidad ( ug ) de desmina Y

vimentina que contienen cada uno de los frascos de cultivo de

miocardiocitos humanos adultos en los diferentes dias de cultivo.

_La primera columna representa a los dias de duracién del cultivo,

la segunda la cantidad en ug de desmina y vimentina
citoplasmatica, ¥ 1a tercera la cantidad (ng) de dichas proteinas
en el citoesqueleto; en 1a parte inferior de cada valor proteico,
entre paréntesis, se representa la cantidad ( pg ) de dichas
proteinas que corresponde a cada célula viva. Los resultados se
expresan Como la media de 3 experiencias. El + representa el

error estandar de la media.

Contenido en desmina y vimentina de los miocardiocitos humano

miocalvloc=2x—x =

adulto durante el cultivo

pias de Citoplasma Ccitoesgueleto

cultivo Desmina vimentina Desmina vimentina

g,120+ 1,162 3,220+ 0,661 3,404+ 1,344 3,108+ 1,085
(3,8 X 10-%) 4.2 % 1077 (1.3 % 0% (1,2 x 10-%)

13,200 3,137 13,062 5,213 11,122 1,420 3,307¢ 0,684

(9.7 X 10-% ) (9,6 X 10-6) (8,4 X 10-¢) (2,4 % 04 ]

5,435% 1,876 8,669% 3,612 2,581 1,085 6,678% 2,292

=g
(6,0 X 10°4%) (9,6 X $0-*) (2,8 X 10-¢) (7,4 X 10-°%)




Contenido en

desmina y vimentipa de los

adulto durante el cultivo ( continuacién )

miocardiocitos humano

Citoplasma Citoesgqueleto

Desmina Vimenti..a Desmina Viment na

+ 3,954 21,1682 3,415 4,312+ 1,380 6,664% 2,174
fo-¢1 137,68 % 10 %) (3,5 x 10-%) (5,5 % 10-%)
g, 928+ 0,753 18,720% 4,635 2,869 0,871 3,246+ 1,108

11,1 x 1000 (33,4 x 1079 ) (3,5 x 10-¢) (4,0 x 10 )




TABLA XXXII

: A partir =~ de cultivos de miocardiocitos
embrionarios de pollo del estadio XXIX H.H.,

sembrados a una
densidad de 1.000.000 células/ml, a los tres dias de cultivo

cuando la monocapa celular formada ha cubierto toda la superficie
de cultivo, hemos afiadido a los cultivos los diferentes fibratos
a sus correspondientes dosis terapéuticas plasmaticas
( bezafibrato 10 ug/ml, fenofibrato 30 ng/ml ¥y gemfibrozilo 23
pg/ml ), utilizandose un cuarto frasco de cultivo como control,
al cual no se le afiade ningun farmaco. Transcurrida 6 horas de
contacto de los farmacos con las células, éstas fueron recogidas
Yy homogeneizadas; después de realizado el subfraccionamiento
selular, se determind 1la concentracién proteica (mg/ml) en 1los
iiversos homogenados, subfracciones citoplasmaticas Y
sitoesqueléticas obtenidas. Debajo de cada resultado, entre
sarentesis, se expresan el contenido proteico en ng
sorrespondiente a cada célula viable en el cultivo. Los
;'esultados se expresan Como 1a media de 3 experiencias. =1 =

-epresenta el error estandar de la media.




Influencia de la dosis terapéutica de fibratos

sobre

la concentracién proteica de los miocardiocitos en
cultivo ( a las € horas )

Frasco de Homogenado

cultivo

Fracciébdn

Citoplasmatica

Fracciébn

Citoesquelética

Control 1,280+0,042

(142,232 x 10°%)

Bezafibrato 1,338+0,042

(148,6 x 10-°)

Fenofibrato 1,037+0,004

{115.2 x 10°°%)

Gemfibrozilc 0,978+0,014

(108,6 x 10-°)

0,929+0,021

{1h3.3 x 10°¢)

1,070+£0,004

{318,8 x 10°%)

0,834+0,008

(92,6 x 10-°%)

0,854+0,013

(94,8 x 10-°)

0,247+0,009

(13,7 x 1074}

0,255+0,009

(1,1 x 10-%)

0,276+0,013

(15,3 x 10-°%)

0,189+0,017

(10,5 x 10-¢)




citoesqueléticas

durante 5
terapéutica
gemfibrozilo

cultivo

bandas

de 1os

primera columna representa los farmac

segunda la

tercera columna representa : §

ug de
como la

Una

con

( bezafibrato

23 ug/ml ),
control,

la cantidad (pg) de cada protei

cantidad de desmina

media de 3 experiencias.

estandar de la media.

Influencia de los fibratos en la cantidad

tras 6 horas de tratamiento del cultivo

Frasco de

cultivo

los

TABLA XXXIII

diferentes
10 ug/ml,

vez aisladas las proteinas de las

fArmacos a

y la correspondientes al

proteicas de los geles son leidas mediante
determinandose

15 ug de prnrteinas totales corrida en

proteinas del citoesqueleto.

Citoplasma

Desmina

vimentina

os afiadidos al

cada

El + representa

Citoesgueleto

Desmina

fracciones
v citoplasmaticas de los miocardiocitos tratades

horas la dosis

fenofibrato 30 ng/ml ¥
frasco de
éstas son disueltas en el tampén de muestra ¥
separadas electroforéticamente mediante SDS-PAGE (geles 12%)

. Las

densitédmetro,
na que forma parte
carril.
cultivo,

y vimentina citoplasméatica y

a cantidad de dichas proteinas en

Los resultados se expresan

el error

d de desmina Y ¥ vimentina,
ivo con dosis terapéutlga

Vimentina

Control
pezafibrato
Fenofibrato

Gemfibrozilo

1,140%0,145
1,230%0,137
1,290+0,144
1,290+0,163

1,095+0,118
1,005£0,103
1,050+0,125
1,005%0,107

0,975+0,086
1,815+0,201
1,83040,195
1,770+£0,179

0,795+0,082
0,780+0,077
0,665+0,103
0,720£0,107




TABLA XXXIV

Hemos determinado la cantidad ( ng ) de desmina ¥y

vimentina gque contienen cada uno de los frascos de cultivo tras

el tratamiento con 1los distintos fibratos
fenofibrato

bezafibrato,
y gemfibrozilo ) a la dosis terapéutica plasmatica
durante 6 horas. La primera columna representa a los distintos
farmacos ensayados, la segunda la desmina y vimentina
citoplasmatica y 1a tercera la cantidad de dichas proteinas en el
citoesqueleto; debajo de cada valor proteico, entre paréntesis,
se representa 1la cantidad ( nug ) 4de dicha proteina que

corresponde a cada célula viva. Los resultados se expresan como

la media de 3 experiencias. El + representa el error estandar de

la media.




Influencia de 1los

fibratos en la cantidad (ng) de desmina
vimentina de los cultivos,

b A
tras 6 horas de tratamiento con dosis

terapéutica

Frasco de Citoplasma Citoesqueleto

cultivo Desmina Vimentina Desmina

Vimentina

70,604+10,779 67,817% 9,006 8,027+1,026 6,545+0,938

(9.8 x107%) (7.5 x 10-¢} (0,8 x 10-¢) (0,7 % 10~ )

Bezafib. 87,740+10,781 71,690+ 7,642 15,427+2,313 6,630+0,911

5.7 x 10" ) (7,9 x 10-¢) (1,7 % 10-8) (0,7 x 10-%)

Fenofib. 71,724% 9,276 58,380+ 7,576 16,836%2,671 6,127+1,271
(7.9 x.20°%) 6.4 x 17 (1,8 % 10"} (0,6 x 10-%)
73,444110,539 57,218+ 7,055 11,329+2,054 4,536+1,142

(9.t % 10} (6,3 x 10°°%) (1.2 x 310} (0,5 x 10-¢)




TABLA XXXV

A partir de cultivos de miocardiocitos
embrionarios de pollo del estadio XXIX H.H., sembrados

densidad de 1.000.000 células/ml, a los tres dias de

a una

cultivo
cuando la monocapa celular formada ha cubierto toda la superficie

de cultivo, hemos afiadido a los cultivos los diferentes fibratos
a sus correspondientes dosis terapéuticas plasmaticas
(pezafibrato 10 pg/ml, fenofibrato 30 ng/ml ¥ gemfibrozilo 23
pg/ml ), utilizéandose un cuarto frasco de cultivo como control,
al cual no se. 1e afiade ningun farmaco. Tras 24 horas de
interaccién de los f4rmacos con los miocardicitos en cultivo,
éstos fueron recogidas Y homogeneizadas; después de realizado el
subfraccionamiento celular, se determin6é 1la concentracién
proteica (mg/ml) en los diversos homogenados, subfracciones
citoplasmaticas ¥ citoesqueléticas obtenidas. Debajo 4de cada
resultado, entre parc*h‘qis, se expresan el contenido proteico en
ug correspondiente & cada célula viable en el cultivo. Los
resultadeos se€ expresan CoOmo 1a nedia de 3 experiencias. El %

representa el error estandar de la media.




Influencia de la dosis terapéutica de fibratos sobre

la concentracién proteica de

los

cultivo ( a las 24 horas )

Frasco de ‘Homogenado

cultivo

Fraccién

Citoplasmatica

miocardiocitos en

Fraccién

Citoesquelética

Control 1,400+0,046
(155,5 % 10-¢)
Bezafibrat» 1,073+0,017
{(119.2 x 10°%)
Fenofibrato 1,173+0,017
{130,3 x 10°%)

1,243+0,013

Gemfibrozilo

(138,1 x 10°°)

1,115+0,025

(123,8 x 10°%)

1,061+0,013

(117.8 = 10°%)

1,057+0,009

(117,4 = 10°%)

1,057+0,001

(117,4 x 10°%)

0,297+0,008

(16,5 x 10°%)

0,235+0,012

(13,0 x 10-%)

0,350+0,020

(19,4 x 10-°)

0,322+0,008

(17.8 % 10"% 1




citoesqueléticas

durante 24

terapéutica

gemfibrozilo

cultivo

separadas electroforéticamente mediante SD
pandas proteicas de los geles son ledi

deterninandose

de 1los

TABLA XXXVI

Una vez aisladas las proteinas de las

( bezafibrato
23 wpa/ml ),

control,

15 ug de proteinas t

primera columna represent

segunda la

tercera columna rep

ng de

como

1a media de 3 experiencias.

estandar de la media.

Influencia de

tras 24 horas

Frasco de

cultivo

p——

de

los fibratos

e e e

los

la cantidad (ug

tratamiento

Ll

diferentes
10 pg/ml,

fArmacos a

fenofibrato 30

y la correspondientes al

éstas son disueltas en el tampén de muestra ¥

S-PAGE (geles 12%). Las
das mediante

cantidad de desmina ¥y vimen

proteinas del citoesqueleto.

otales corrida en

cada

a los farmacos afiadidos al

resenta la cantidad de dichas prote
Los resultados se

El representa

Citoplasma

Desmira

Vimentina

Citoesqueleto

Desnmina

fracciones
y citoplasmaticas de los miocardiocitos tratados

horas c¢on la dosis

ng/ml y

frasco de

densitémetro,
) de cada proteina que forma parte
carril.
cultivo,
tina citoplasméatica ¥

{nas en

expresan

el error

n la cantidad de desmina ¥ vimentina,

—

el cultivo con dosis terapéutica

vimentina

control
_Bezafibrato

Fenofibrato

Gemfibrozilo

1,170+0,108
1,260+0,062
1,0650,097
1,155%0,112

0,990+0,109
1,065+0,106
0,855+0,105
1,005+0,114

1,30540,113
1,425%0,110
1,320£0,105
1,440%0,106

0,975+0,104
0,795%0,087
0,675+0,061
0,705+0,092




TABLA XXXVII

Hemos deterininado la cantidad ( pg ) de desmina vy

vimentina que contienen cada uno de los frascos de cultivo

tras

el tratamiento con 1los distintos fibratos ( pbezafibrato,

fenofibrato y gemfibrozilo ) a la dosis terapéutica plasmatica
durante 24 horas. La primera columna representa a los distintos
fArmacos ensayados, la segunda la desnina Yy vimentina
citoplasméatica y la tercera la cantidad de dichas proteinas en el
citoesqueleto; debajo de cada valor proteico, entre paréntesis,se
representa la cantidad ( ng ) de dicha proteina que corresponde a
cada c¢%lula viva. Los resultados se expresan como la media de 3

experiencias. El % representa el error estandar de la media.

Trnfluencia de los fibratos en la cantidad (ug) de desmina Y

e e —— | — | ——

vimentina de los cultivos, trds 24 horas de tratamiento con dosis

terapéutica

Frasco de Citoplasma Citoesqueleto
cultivo Desmina Vimentina Desmina Vimentina

Control 86,970+10,158 73,590% 9,934 12,919+1,497 9,652+1,317
(9,6 x 10-°) (8,1 x 10-¢) (1,4 x 10-6) (1,0 x 10-¢)

Bezafib. 89,124% 5,388 75,331z 8,512 11,162+0,570 6,227+0,167
(9,9 x 10-¢) (3.3 x 10°*) {1.2.% 30" {0,6 x 10-°)

Fenofib. 75,047+ 7,532 60,249+ 7,975 15,400%£2,175 7,875+1,202

8.3 x.10°%) (6,6 x 10-°%) (1. T % 10 %] (0,8 x 10-%)

81,389+ 7,976 70,819+ 8,107 15,456+1,653 7,567+1,200

(9.0 x 10°*) (7.8 % 100 (4.7 = 10°%] (0,8 x 10-°)




TABLA XXXVIII

A partir de cultivos de miocardiocitos

embrionarios de pollo del estadio XXIX H.H., sembrados a una

densidad de 1.000.000 células/ml, a los tres dias de

cuando la monocapa celular formada ha cubierto toda

cultivo

la superficie
de cultivo, hemos afiadido a los cultivos los diferentes fibratos

a una dosis téxica ( 0,1% p/v), habiéndose sembrado un cuarto

frasco de cultivo como control, al cual no se le afiade ningun

fArmaco. Tras 24 horas de interaccién de los farmacos con los
miocardicitos en cultivo, éstos fueron recogidos g
homogeneizados; despueés de realizado el subfraccionamiento
celular, se determiné la concentracién proteica (mg/ml) en 1los
diversos homogenados, subfracciones citoplasmaticas y
citoesqueléticas obtenidas. Debajo de cada resultado, entre
parentesis, se expresan el contenido proteico en ig
correspondiente a cada célula viable en el cultivo. Los
resultados se expresan como 1a media de 3 experiencias. El %

representa el error estéandar de la media.




Influencia de la dosis

téxica de

fibratos sobre

concentracién proteica de los miocardiocitos ea cultivo

Frasco de Homogenado

cultivo

la

Fraccién

Citoplasmatica

Fraccién

Citoesquelética

Control 1,136%0,027

(126,32 x 10°%)

Bezafibrato 1,201+0,027

(133,44 x 10°%)

Fenofibrato 0,764%0,011

{ 84,8 x 10°%)

Gemfibrozilo 0,387+0,002

[ 43,0 x 100%)

1,07720,017

{119.6 x 10°%)

0,857+0,030

{ 95,2 x 10}

0,465+0,052

( 81,6 % 10°%)

0,167+0,004

¢ 18,5 % 10°%)

0,482+0,026

(26,7 x 10°%)

0,749+0,025

(41,6 x 10-%)

0,409+0,004

(23.7 % 10°%)

0,400+0,030

(22,2 x 10t




durante 24

fencfibrato

posteriormente

proteinas

horas

y gemfibrozilo )

TABLA XXXIX

Los cultivos

con 1los

son

mediante SDS-PAGE (geles 12%).

de
diferentes

a una dosis téxica

miocardiocitos son tratados

fibratos {bezafibratb,

{ 0,18 pfvy 3,

separadas las fracciones subcelulares y las
gque la constituyen son

cerridas  electroforéticamente

Las bandas proteicas de los geles

son leidas mediante densitémetro, determinandose la cantidad (pg)

de cada

totales corrida en cada carril.

fArmacos anadi

vimentina

cantidad de

citoesqueletb.

experiencias.

Influencia de

tras 24 horas

Frasco de

cultivo

proteina

citoplasmatica ¥y

que

dos al cultivo, la
la
dichas proteinas
Los resultados

El + representa el

l1os fibratos en la

de tratamiento del

forma parte de los 15 wug de

proteinas

La primera columna representa los

segunda la cantidad de desmina ¥

tercera columna representa 1la

del

se expresan como la media de 3

en 15 ug de proteinas

error estandar de la media.

cantidad de desmina ¥ vimentina,

cultivo con dosis tbéxica

Citoplasma

Citoesgqueleto

Desmina

Vimentina

Desmina

Vimentina

Control
Bezafibrato
Fenofibrato

Gemfibrozilo

1,245+0,108
0,855+0,093
1,020%0,068
0,480+0,034

0,975+0,085
1,170+0,106
1,335+0,099
1,305+0,111

0,675+0,041
1,785+0,177
1,800+0,124
1,983+0,179

0,240+0,187
0,615+0,065
0,465+0,033
0,390+0,038




TABLA XL

Hemos determinado la cantidad ( pg ) de desmina Yy

vimentina que contienen cada uno de los frascos de cultivo

tras

el tratamiento con 1los distintos fibratos | bezafibrato,

fenofibrato y gemfibrozilo ) a una dosis téxica ( 0,1% p/v)

durante 24 horas. La primera columna representa a los distintos

fArmacos ensayados, la segunda la desnina y vimentina
citoplasmatica y la tercera la cantidad de dichas proteinas en el
citoesqueleto; debajo de cada valor proteico, entre paréntesis,se
representa la cantidad ( ug ) de dicha proteina que corresponde a
cada célula viva. Los resultados se expresan como la media de 3

experiencias. El % representa el error estandar de la media.

Influencia de 1los fibratos en la cantidad (ng) de desmira Y

e e — —

vimentina de 1los cultivos, tréas 24 horas de tratamiento con dosis

—_—

téxica

Frasco de Citoplasma : Citoesgueleto

cultivo Desmina Vimentina Desmina Vvimentina

Control 89,391+ 8,385 70,005+ 6,385 10,845+1,279 3,856+0,488
(9,9 x 10-°) (7.1 x ") (1,2 % 1007} (0,4 x 10-%)

48,849+ 7,209 66,846+ 8,608 44,565+6,054 15,354+2,190
(5.4 x 10°%) (7.4 x 10-°) (4,9 x 10-%) (1,7 % 107%)

Fenofib. 31,620 5,879 41,385% 5,172 24,540+1,947 6,339+0,379

(3,5 x.10°%) (4,8 x 30°%) (9,7 = %) (0,7 x 1%

5, 344+ 0,515 1.4,529% 1,613 26,440+4,548 5,200+1,078

(0,5 X 10-6) (1,6 X 10-¢) (2,9 X 10-8) (0,5 X 1495







Evolucion de la masa cardiaca
En el desarrollo embrionario del pollo
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Numero de células aisladas por corazdn
Métodos de disgregacién tisular
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Namero de células X 1.000.000
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XXX XXXV '
Edad del embrion (estadio HH.)
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Evolucion poblacion celular
Cultivos primarios

samero de odiulaa X 1.0007 m!

Dias de cultivo

Bl Hank's X MEM [1pomemM THEE RPMI-1640




NOm-re de célules X 1.000/ ml

Evolucion poblacion celular
Cultivos primarios

Dias de cuitive

7] Hank's + 20% SFT [) MEM + 20% SFT
B2 DMEM + 20% SFT (Il RPMI-1840 ¢ 20% SFT




Namero de células X 1000/mi
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Influencia de factores de crecimiento
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Evolucion de cultivos secundarios
- Medios de cultivo
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Cultives miocardiocitos humanos
Evolucion de la poblacion celular
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Contenido proteico del corazon
Desarrollo embrionario pollo
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Contenido Desmina y Vimentina

(ug/15 ug proteinas totales)
en embrién de polio
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Contenido (ug) desmina vimentina
Para 100 mg de miocardio adulto humano

T | T |
Desmina Vimentina Desmina Vimentina

B Citoplasma NN Citoesqueleto




Concentracion proteica
Cultivo de miocardiocitos del estadio
XXIX H.H.
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Cantidad de desmina y vimentina
En 15 ug de proteinas .
Estadio XXIX HH.
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Contenido en Desmina y Vimentina

Cultivo de células
Estadio XXIX H.H.

s

yg proteina

28
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21
Dias de cultivo

B vimentina Y Desmina "] vimentina [l Desmina

Citoplasma Citoesqueleto




Concentracion Proteica
Miocardiocitos humanos adultos
en cultivo

Dias de cultivo

B Citoesqueleto N Citoplasma (7] Homogenado




Cantidad Desmina y Vimentina
En 15 ug de proteinas ‘
Miocardiocito humano adulto

Dias en cultivo

B Vimentina §XY pesmina [ Vimentina 58 Desmina
Citoplasma Citoesqueleto




Contenido en Desmina y Vimentina
En miocardiocitos humanos adultos
en cultivo

Dias de cultivo

B vimentina XN Desmina [ Vimentina [l Desmina
Citoplasma Citoesqueleto




Influencia de la dosis terapéutica
de fibratos sobre la concentracion
proteica en miocardiocitos (a las 6h)

Control Bezafibrato  Fenoflbrato Gemﬁbrozllo
Frasco de cuitivo

B citoesqueleto AN Citoplasma ("1 Homogenado




Influencia de la dosis terapéutica
de fibratos sobre la cantidad de
desmina y vimentina (a las 6h)
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Influencia de la dosis terapéutica
de f ratos sobre la concentracion

prot .a en miocardiocitos (a las 24h)

Control Bezaflbrato  Fenofibrato Gemfibrozilo
Frasco de cultivo

B Citoesqueicto [\ Citoplasma ("} Homocsnado




Influencia de la dosis terapéutica
de fibratos sobre la cantidad de
desmina y vimentina (a las 24h)

Bezafibrato Fenoflbrato Gemfibrozilo
Frasco de cultivo

B vimentina NN Desmina "7} vimentina Bl Desmina
Citoplasma Citoesqueleto




Influencia de la dosis toOxica
de fibratos sobre la concentracion
proteica de miocardiocitos (a las 24h)
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Influencia de la dosis toxica
de fibratos sobre la cantidad de
desmina y vimentina (a las 24h)
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Frasco de cultivo
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en cultivo de células miocardiociticas

A) 2 horas en cultivo

( adheridas Y suspensién )
( 100X ).

( suspension )
{ 3008 ) %X

Figura 1.-° Evolucién

embrionarias

( 100X ). B)
c) 3 dias monocapa €en rede

de pollo.

48 horas
s de colageno )




miocardiociticas
o (100X). B)
p) 45 dias

cultivo de células

r 36 horas cultiv
c) 26 dias (200X) .,

2= Evolucién en

Figura
A ) Fibra muscula

humanas adultas.
ivo

4 horas (200X) .

células en cult
(100X) Y £} 52 dias (10CX) .




Figura B Inmunofluorescencia jndirecta en niocardiocitos

embrionarios de pollo en cultivo ( 200X ¥ A) con nticuerpo

monoclonal antidesmina, B) con anticuerpo monoclonal

antivimentina.
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ntina.

4d.- Inmuncfluorescencia

Figura
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Inmunoblotting con auticuerpo

Figura 5.-
( V ).

e B antivimentina
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raccién

studio densitométrico de la £ citoplasmatica

Figura 6.- B
a lo largo del desarrollo

del tejido cardiaco

embrionario del

pollo.
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Figura 8.- Estudio densitometrico del tejido cardiaco humano. a)
citoesqueleto homogeneizador

citoplasma homogeneizador manual, b)
manual,c) citoplasma homogeneizador polytrén ¥ da) citoesqueleto

homogeneizador manual
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a lo largo de 1los dias
( estadio XX. H.H. ).
) 21 dias Y 4 ) 28 dias.
4q') 28 dias.

Figura 9.- Estudio densitométrico

cultive de miocardiocitos
) 7 dias,b ) 14 dias.c
4 dias,c') 21 dias Y

embrionarios

Citoplasma : a

citoesqueleto: a') 7 dias,b") 1
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a lo largo de 1os dias de

( estadio XXIX H.H. ).
21 dias vy d ) 28 dias.
51 dias y 4') 28 dias.

.= Estudio densitométrico

Figura 1
embrionarios

miocardiocitos
a ) 7 dias,b ) 14 dias.c )
7 dias,b') 14 dias.c')

cultivo de
citoplasma

citoesqueleto: a')




Figura 11.- Estudio densitométrico a lo largo de
( estadio XXXIX H.H. ).

‘miocardiocitos embrionarios
7 dias,b ) 14 dias.c ) 21 dias y d ) 28 dias.
21 dias y d4') 28 dias.

cultivo de

Citoplasma a3

Citoesqueleto: a't 7 dlas.®') 14 dias.c')




i o

L e

de

Figura 12.- Estudio densitométrico a lo largo de 1os dias

cultivo de miocardlocitos humanos.

Citoplasma . a ) 7 dias,b ) 14 dias.c ) 71 dias y @ ) 28 dias.

citoesqueleto: a') 7 dias.b') 14 dias,c') 21 dias y d4') 28 dias.




s el tratamiento

Figura 14.- Estudio densitométrico tra

24 horas con dosis terapéutica de los féarmacos.
b ) BF, € ) FF y d ) GF.

') BF, € FF y d') GF.

Citoplasma y &} Control,

Citoesqueleto: a') Control,

durante
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Figura 13.- Estudio densitométrico t
ca de los fArmacos.

% ) BE,; € y FP vy 4 ) GF.
%') 3¢, €'} FF y 4') GF.

ras el tratamiento durante 6

horas con dosis terapéuti
Citoplasma :a ) Control,

Citoesquezleto: a') Control.




tras el tratamiento

Figura 15.- Estudio densitométrico

24 horas con dosis téxica de los farmacos.

Citoplasma . a ) Control, BB, 2 ) EP Y d ) GF.

Citoesqueleto: a') Control, b') BF, c') FF y d') GF.

durante




D1SCUSION




V. DISCUSION

V.A. Cultivos de cé las cardiacas

i ; e : :
Cultivos de miocardiocitos embrionarios de pollo

Desde las ¢rrimeras experiencias de cultivos de
miocardioci »s realizadas por MARGZ ET W. CAVANAUGH (1955), 1las
técnicas da  ecultives " ima Wik " de eélulas cardiacas
embriona 1§ ‘onstituyen un metodologia que €3 ampliamente
utilizada para un mejor conocimiento del funcionami.nto celular,
siendo una recnologia largamente utilizada para los estudios de
diferenciacioén celular, morfologia celular, as¥ como estudio
de procesos bioquimicos que tienen lugar en la cilula miocéardica

( Frelin ¥y col.,1974;: Buja ¥ col.,1985).

Clasicamente, desde la introduccién de las
técnicas de disgregacién de teji¢ s ( Moscona, 1952), el
aislamiento celular del tejido cardiaco se ha llevado a cabo Ppor
diferentes Pprocesocs enzimaticos siendo el mas utilizedo 1la
:?ipsinizacién‘ ( Harary Y Farley, 1363; Shields ¥y Glembotski,
1988 ). Nosotros hemos comprobado que sblo con métodos fisicos s€
puede conseguir un buen aislamiento celular a partir de corazones

embrionarios completos | Gonzalez Y col.,1990 ).

Nuestros resu.tados muestran dque en estauios

tempranos del desarrcllo embrionario ( KVIII-XXTX uu 1

aconsejable la utilizacion del método fisico en lugar de la

tllpsinizacién enzimatica a 378 £, ya Que gi bien, el namero de

son similares, sobre todo en estadios muy
) (Tabla IE)

células obtenidas

ranos del desarrol_o embrionario ( XVIII H:H:
puede atectar @

temp

1a acciédn proteolitica de 1la tripsina también

otras proteinas estructurales de 1las células Y alterar la




viabilid ] ]
/ ad celular. Nuestras experiencias muestran que tras la

disgregacidn del tejido cardiaco

progresivo

observamos un descenso

de la viabilidad celular al ir avanzando en la edad
del embrién utilizado,

debido a que en los estadios méas avanzados
del desarrollo embrionario las células que componen el

tejido
cardiaco estadn estrechamente unidas e integradas en la red
tisular, siendo necesario aumentar el tiempo de t._atamiento del
tejido en el proceso de digestién enzimatica, concordando
iuestros resultados con los soptenidos por CUMMINGS y otros
jutores ( Cummings ¥ col.,1985; Downward y col.,1984 ) para los
wales el aislamiento de las células a partir de los tejidos
rediante métodos quimicos, altera las proteinas de membrana de

1as células y por tanto repercute en la viabilidad de las mismas.

En estadios tempranos del desarrollo embrionario,
el tejido cardiaco es un tejido bastante plando y las células no
estin tan estrechamente atrapadas por la red tisular, siendo por
tanto posible el aislamiento de un gran nanero de células,
e 7itadndose la accién proteclitica de la tripsina; en estadios mas
asanzados del desarrollo embrionario 1as células estan mas
crganizadas en 10s tejidos y este dificulta 1la disgregacién

tisular por métodos fisicos.

Los resultados Que hemos obtenidos en nuestras
experiencias de aislamiento miocardiocitos a partir de
corazones embrionarios de diferentes estadios H.H. del desarrollo
primacia método disgregacibn

los otros métodos de

embrionario, avalan 1la
tisular mediante tripsina a 4°C sobre
disgregacion tisular empleados, ya que mediante este método de
en todos los estadios H.H.
o de células aisladas
poblacién celular

r medio de métodos

disgregacién enzimatico obtenemos
utilizados, un mayor rendimiento en el numer
{ Tabla II ) y una mayor viabilidad de 1la

aislada, que mediante el aislamiento celular po
mediante el método extensamente utilizado de

fisicos o
en caliente { A% j

enzimatica econ tripsina

disgregacién
en sefialar a este método de

Coincidimos con FRESHNEY ( 1988b)




digregacién enzimatica de tripsina en frio (

4°C ) como
adecuado para el el mnés

aislamier.to de las células a partir de sus
Sa i : ;
jidos de origen, ya que el remojo del tejido en la solucién

enzimatica a 4°C permite la penetracién del enzima en el tejido
minima accién proteolitica y la digestién enzimatica
caliente (

con una
en

36,5 °C ) va ha ocurrir durante un corto espacio de
tiempo, evitandose la destruccién de los componentes mas léabiles
de las células a la accién enzimatica; ademas tras inhibir 1la
accién enzimatic- de la tripsina mediante la adicién de medio de

cultivo con suero fetal de ternera ( Maltese y Aprille, 1985 Y

procedemos a disgregar el tejido mediante aspiracién y expulsién

de tejido con pipeta pasteur, evitando la agitacién magnética que
también podria dafar a las células. Asi pues, mediante este
método de disgregacién tisular con tripsina en frio, podemos
obtener una elevada cosecha de células viables con un minimo
coste celular, siendo por ello la técnica de aislamiento celular
gue hemos escogido para la realizacién de nuestras experiencias

de cultivos de miocardiocitos embrionarios de pollo.

Una vez que hemos logrado aislar una amplia
poblacién celular de miocardiocitos embrionarios de pollo
viables, nuestros resultados nos han demostraa., CoOmo comprobaron
anteriormente otros autores ., que 1a densidad celular de siembra
empleada va a influir en el comportamiento de las células en los
cultivos ( De Haan, 1965b; Renaud Y Le Douarin,1972 1
observandose dque & densidades celulares cercanas o inferiores a
109 células/ml solo una minoria de la poblacién celular llega &
adherirse en las superficies de cultivo, siendo necesario 1la
utilizacién de densidades celulares de s, mbra del orden de 10°

células/ml para poder obtener una monocapa celular. La

utilizacién de matrizes tridimensionales de colageno favorece la

pa celular en el cultivo, ademas de

rapida formaciébn de la monoca
1as células en

rapidamente las células en suspensién,
s de colageno estan estrechamente

disminuir
ljas matrizes tridimensionale
y con 1a matriz de coléageno,

en contacto una ¢on otras
estructura

encontrandose con un ambiente parecido al de 1la




a ] n 1a

viabilidad celular ( Douglas ¥y col.,1980); por ello creemos

el rendimiento de la poblacién celular viable
cultivo, con el fin de obtener una

para aumentar
en

gran masa celular, es
i ; . e ;
onveniente el uso de matrizes tridimensionales de colageno que

van a favorecer la profiferacién ¥ viabilidad de los cultivos de
miocardiocitos embrionarios.

En las primera- experiencias de cultivos de
células cardiacas se utilizaba como medios de cultivo diversas
soluciones salinas o mezclas de soluciones salinas y fluidos
biolégicos | cavanaugh,1955 ) posteriormente conforme se
ampliaba el ntimero de autores que tenian acceso a estas técnicas
fueron apareciendo los medios de cultivo sintéticos, con
predominic en su uso de los medios pasicos como el MEM y el M-199
{ Mark Y Strasser,1966; Laurent Y col.,1986 ), pero en la
actualidad el utilizado por una gran mayoria de autores es el
DMEM sébélo © mezclado en diversas proporciones con otros medios
de cultivo ( McMahon, 1988; MasseY Y Burton,1990) . Nosotros
hemos realizado un estudio comparativo de la bonanza de unos
medios de cultivos basicos { Hank's, MEM y DMEM ) muy utilizados
para el cultivo de diferentes tipos celulares Y sobre todo en el
cultivo de miocardiocitos; ademas comparamos 1a evolucién de la
poblacién celular en estos medios con Otro actualmente muy
utilizado para el cultivo de células tumorales € hibridomas como
es el RPMI-1640 Brower Y col.,1986 ). También hemos estudiado

la influencia del suero fatal de ternera cuando es afiadido en una

proporcibn del 20% a 108 medios de cultivo anteriormer.te citados.

Nuestros resultados nos muestran que el DMEM es

medio de cultivo pasico de los utilizados para la

pollo y el
a lo largo de

el mejor

siembra de 1los miocardiocitos embrionarlos de

posterior mantenimiento de los cultivos primarios
1tivo (Tabla I1I), observéandose un gran descenso en

los dias en cu :
g la primera semana de cultivo

el numero de células viables tra

células necesitan adaptarse 2 las condiciones de

debido a que las




cultivo. A partir de esta

primera semana de adaptacién al
cultivo, el

namero de células disminuye levemente o bien en la

fay ; G .
ercera semana de cultivo se producen modificiones celulares

en
miocardiocitos que se han adaptado a los cultivos que en el

los

caso de la utilizacidén como medio de cultivo DMEM se observa un

aumento de la poblacién celular a los 21 dias de cultivo.

medio de cultive RPMI-1640, no se observa mejoria

Con el

en sus
resultados ccn respecto al DMEM, pero si presenta mejores

resultados gue otros medios muy utilizados por diversos autores
para el cultivo de miocardiocitos ¥y pudiendo ser una alternativa,

como medio de cultivo de segunda elecciébn, para el cultivo de

miocardiocitos embrionarios.

La gran mayoria de los medios de cultivos
utilizados en los cultivos de células animales estéan
suplementados PoOT sueros que proceden de diversos animales €
incluso suero humano | Schmidt ¥ Merrill,1989; Belkin y col.,
1988 ). los cuales contienen una serie de componentes
( polipéptidos, hormonas, etc. ) que poseen actividad mitética,
1as cuales pueden estimular la proliferacibn celular ( Antoniades
Y cel. 1973). Nuestros resultados confirman el efecto
estimulante del suero fetal de ternera, uno de 1los sueros
animales mas utilizado ¥y 4Qque hemos afiadido a los medios de

cultivo basicos citados anteriormente.

En todos los cultivos utilizados, observamos due
después de la primera semana de cultivo, 1la poblacién celular que

se encuentra en el cultive gque contiene medio de cultivo

suplementado con Suero fetal de ternera es superior que el

que tiene medio de cultivo sin suplementar con el suero
TIT & IV 33 P el caso del medio DMEM + 20% SFT la
s siete dias de cultivo es cercana

cultivo
( Tablas

poblacibn celular observada tra

ey b
a 1la inicial de siembra, pensamos que si bien deben de morir un

las sustancias que€ contiene el suero

gran numero de células,
jferativa de 1la células €n

deben aumentar la capacidad prol

en los cultivos que no llevan guero la

cultivo, mientras dque




capacidad proliferativa celular no esta tan estimulada Yy la

veloci : i
dad de muerte celular en el cultivo es muy superior a la

velocidad de proliferacién celular. Conforme avanza el tiempo de

a1t 2
1tivo, 1la poblacion celular en los cultivoz con medio sin

s
uplementar o suplementado con el suero son mas similares, y solo

en el caso de medio MEM o DMEM suplementados con suero es
superior que los correspondientes cultivos con medio de cultivo
sin suero; es por ello por lo que tras la primera semana de
cultivo, en nuestras experiencias de cultivos celulares
suplementamos los medios de cultivo solamente con el 10% de suero
fetal de terrera, mientras que en el momento de la siembra de los
cultivos primarios utilizamos un 20% de suero fetal de ternera Ya
que este colabora para una mejor adaptacién de l1as células al
cultivo y para el mantenimiento y/o estimulacién de la capacidad

proliferativa que la célula manifiesta "in vivo".

Una vez que hemos determinado el medio mas idéneo
para el cultivo de 10S miocardiocitos embrionarios de pollo Y
comprobado el efecto positivo sobre la poblacién celular en

cultivo del suero fetal Ade ternera, hemos observado la

incidencia de factores de crecimiento conocidos sobre la

poblacibn miocardiocitica en cultivo | Tabla V ).

En experiencias anteriores desarrolladas por
diversos autores; se han suplementado 1os medios de cultivo con
diversos sSueros o extractos de tejidos que pueden poseer un alto

contenido de sustancias Qque influyen éen el crecimiento y

diferenciacién de las células musculares en cultivo ( Florini,

1987 Kardami,1990 Y suplementéndose algunos cultivos con

factores de crecimiento aislados (como el factor de crecimiento

fibrobléstico) que son predominantes en los tejidos cardiacos

( Kardami Y Fandrich,1989 j. En nuestras
ultivo con una amplia pateria de

experiencias hemos

suplementado los medios de ¢
imiento 1os cuales se han observado que€ poseen un

factores de crec

e en la proliferacién celular de muy diversos

efecto estimulant :
demas estudiar

tipos celulares en cultivo | Kasal ¥ col.,1987) y a




la posible actuacidn como factores estimuladores del

; : g crecimiento
miocardiocitico

en cultivo de diversas proteinas y hormonas

que
han mostrado poseer

un efecto mitbtico sobre las células
cultivo ( Guilbert e Iscove,1976 ).

en

De todas las sustancias utilizadas como factores

de crecimiento, nuestros resultados muestran que la transferrina

humana Yy la insulina son capaces de aumentar la proliferacién de

los miocardiocitos embrionarios de pollo en cultivo. La
transferrina humana aumenta la capacidad proliferativa de los
miocardiocitos en un valor superior al control ( DMEM + 20% SFT )
a los 14 dias de cultivo a las dos concentraciones uti’izadas
¢t .. R ], #n cambio a los 21 dias de cultive 1la
concentracién mayor tiene mas efecto sobre la proliferaciébn
celular que el control. Asi mismo, observamos gque la insulina es
capaz de aumentar 1la poblacién celular con respecto a los
controles, observandcse dicho aumento a los 14 dias de cultivo
cuando 1la concentracién de insulina que suplementa al medio de
cultivo es de 6.2 Ui/wl ¥ este aumento en la capacidad
proliferativa gse observa en el dia 21 de c. . tivo, cuando la
concentracién de insulina utilizada ha sido de 2 UI/ml; a ambas
concentraciones utilizadas se€ observa que la poblacién celular

tras 28 dias de cultivo es superior a los controles.

Con los resultados obtenidos en nuestras

experiencias anteriormente expuestas. creemos que para

experiencias con cultivos de miocardiocitcs embrionarios de pollo

en cortos periodos de tiempo 0-14 dias ), DO es necesario

adicionar factores de crecimiento a 105 medios de cultivo para

1a capacidad proliferativa de las células en
e realizan durante periodos de

aumentar cultivo,

sin embargo para experiencias que S

tiempo elevados 6 para 1la realizacidn de experienclas con

diociticas adultas, en 1ns cuales la

cultivos de células miocar .
capac1dad

celular aff edltive Ve perdiendo su

poblacibn .
cién al medio de gustancias

proliferativa, es peneficioso la adi

i i a
estimuladoras de la prollferac16n celular como son 1




transferri i i
na y la insulina, como han observado algunos autores en

cultivos de miocardiocitcs adultos ( Claycomb y Lanson 1984 )

Ademas de sustancias aisladas y conocidas
pueden estimular la proliferacién celular,

sobrenadantes de

que

hemos ensayado
cultivo de lineas célulares establecidas y de

cultivos con varios pases de fibroblastos de pulmén fetal humano,

para observar si algunas de estas células en cultivo secretan a
su medio de cultivo sustancias que pueden estimular la capacidad
proliferativa de nuestros miocardiocitos embrionarios en
cultivoe, *%al como ocurre en algunas células en cultivo cuya
diferenciacion y proliferacién celular est4 estimulada por
factores de crecimiento secretados por células cercanas ( Lim ¥
Mitsunobu,1975 ). La poblacién celular del cultivo permanece
similar a los controles en los primeros dias de cultivo cuando
los medios han sido suplementado con sobrenadantes de cultivos de
células Hela, McCoy ¥ fibroblastos humanos, Pero a partir de los
14 dias de cultivo solamente cuando hemos diluido el medio de
cultivo con sobrenadante de cultivo de células McCoy se mantienen
la poblacidn celular en valores similares a 1oSs controles hasta
el dia 21 de cultivo, mientras que a los 28 dias de cultivo 1las
poblaciones celulares de todos los cultivos suplementados con
sobrenadantes de cultivos muestran un valor inferior al observado
en el cultivo control. Por 1los recsultados obtenidos en nuestras
experiencias, observamos que si bien 1la utilizacién de
sobrenadante de cultivos McCoy nos va a proporcionar unos valores
similares a los controles durante los primeros dias de cultivo,
ningun factor Qque puedan secretar al medio de cultivo las células

cicadas anteriormente, es capaz de aumentar la capacidad

proliferativa que de por si, tienen dichas células cuando crecen

en DMEM + 20% SFT, no siendo por tanto utiles 1a adicién al medio

cultivo de los sobrenadantes de dichos cultivos celulares

el cultivo de 1los miocardiocitos embrionarios de pollo
aumentar el rendimiento de la poblacién celular en cultivo.

respecto 2 la morfologia de las células en




cultive, mediante técnicas de microscopia éptica,

algunos autores
observaron en 1os

cultivos primarios de miocardiocitos

procedentes de ratas y de embriones de pollo ( De Haan,1967 ) que

morfolégicamente en los sultivos primarios, cuando las células se

han adherido, se podian distinguir dos tipos de células

adheridas, un tipo fibroblastico ( células F ) en un poercentaje

del 25-35% y un tipo miocardiocitico ( células M ) en un
porcentaje del 65-75%. En nuestros cultivos primarios las células
que crecen adheridas a la superficie de cultivoe muestran una
morfologia similar, observandose unas semejantes a las descritas
como células M y otras a las etiquetadas como células F, mientras
que los porcentajes de células F son ligeramente inferiores a los
descritos por los autores anteriormente citados, coinciden con
los porcentajes que obtiene FAYET Y colaboradores | 1974 ) en
sus experiencias de cultivos. Las células que crecen en
suspensioén, normalmente a las primeras horas de siembra, adoptan
una morfologia esférica, pero conforme avanza el tiempo de
cultivo nuestras células adoptan el mismo comportamiento Qqué
anteriormente han observado otros autores, Ya que tras las
primeras horas de cultivo empiezan a adherirse a la superficie de
cultivo Yy aparece una morfologia celular mas heterogénea, con
células de mayor tamafio, aplanadas Y tendiendo a extenderse por
la superficie de cultivo ocupando la mayor superficie posible.
hasta que encuentran otras células cercanas adheridas y s€ forman
pequefias agrupaciones { dos-tres células ) por contacto entre las
células, las cuales inhiben el crecimiento del tamafio celular por

las zonas donde se encuentra con una célula cercana adherida { Le

Douarin Y col.. 1974 ).

. : B
para nosotros. la morfologia celular "1in vitro" no

esta directamente relacionada con el procedlmlento de

ya que en la observacién minuciosa de 1la

disgregacibn enpleado, . -
zar la separacibn por medios gf{sicos &

guna alteracion de dicha morfologia

ndican Qque las

morfologia celular al reali
quimicos, no se detecta nin ‘
lo tanto nuestros resultados nos 1
( quimicas 6 fisicas } Be

celular; PoOr

i aislamiento
técnicas alternativas




celu influi
lar, aungue pueden influlr en el indice de proliferacién

que puede padecer la célula en los
procesos de disgregacioén tisular,

celular debido al dano

no influye en su morfologia,

est 4 4
e hecho difiere con los aportados por otros autores

( Moscona y col., 1965 Yo

Por el contrario la morfologia celular en cultivo
se encuentra influenciada por la capacidad de adherencia a las
superficies de cultivo, 1la densidad de siembra y la utilizacién
de matrizes tridimensionales de colageno que favorecen la
formacién de monocapas celulares en donde las células presentan
una morfologia celular mas homogénea, con celulas rectangulares,

alargadas y de tamafios similares.

Para que la rea. ;acién de las experiencias tenga
lugar en los miocardiocitos, €S necesario eliminar en lo posible
ia poblacién de fibroblastos que aparecen en los cultivos
primarios de miocardiocitos embrionarios de pollo, como en otros
muchos cultivos primarios ( Jones Y Haskill, 1976 ). Para 1la
eliminaci6én de 1os fibr-rlastos presentes en nuestros cultivos,
hemos aprovechado la mayor capacidad de adherencia de los
fiproblastos a 1a superficie de cultivo, 1las cuales se adhieren
rapidamente €en las primeras horas de siembra y con el posterior
trasvase a las pocas horas de la siembra de la suspension celular
a otro frasco de cultivo, logramos separar la poblacibn
fibroblastica en cultivo que queda atrapada en el frasco de
cultivo mediante adherencia, de la poblacién miocardiucitica que
permanece en suspensién a 1as pocas horas de cultivo ( Polinger.
1973: McCa11,1979). Repitiendo este proceso logramos reducir a

menos de un 10% 1la poblacién de fibroblastos presentes en

nuestros cultivos.

La técnica anteriormente descrita que utiliza 1la
de 1las células sobre la

difer=nte capacidad de adherencia .
1as diversas poblac1ones

superficie de cultivo para separar :
matrizes

celular:2s no puede ser utilizada cuando utilizamos
‘a2




tridi i
dimensionales de colageno con el fin de aumentar el

rendimiento de 1la masa celular en cultivo, ya que

estas redes

tridimensionales de colageno atraparian riapidamente tanto a los

fibroblastos como a los miocardiocitos. ademas los fibroblastos

no encontrarian superficie plistica libre

. donde poder manifestar
su mayor capacidad de adherencia que la célula miocardiocitica

por tanto al retirar la suspensién celular podriamos perder un
gran numero de ~jocardiocitos que quedarian atrapados por 1la
matriz tridimensional de coléageno. Por ello cuando hemos
utilizado matrizes de colageno para la realizacién de nuestros
cultivos o 1la densidad de siembra utilizada es elevada hemos
utilizado la citosina—l-B—D—arabinofuranésido para eliminar 1los
fibroblastos de nuestros cultivos ( Claycomb Y palazzo,1980 ).
Nuestros resultados concuerdan con los obtenidos por CLAYCOMB Y
colaboradores ( Claycomb ¥ Moses,1988; Springhorn ¥ Claycomb,
1989 ), Yya que tras la adicién del citado azucar l1a poblacién de
" fibroblastos observada en nuestros cultivos fue jnferior al 5%,
debido a la capacidad antimitética que ejercen la citosina-1-p-D-
arabinofuranbsido sobre 1los fibroblastos en ljos cultivos de
miocardiocitos, como anteriormente se hz observado que ejerce en

los cultivos de otras células musculares ( Ross Y col.,1987 ).

Tras la experiencia obtenida con nuestros
cultivos, creemos gue €s aconsejable el uso de la citosina-1-Bp-D-
arabinofuranbsido para la eliminadibn de los fiproblastos en los
cultivos de miocardiocitos, ya que si bien mediante adherencia
diferencial en la superficie de cultivo se podria eliminar 1los
fibroblastos del cultivo, esta técnica supone un gran namero de
s del cultivo con el ~onsiguiente aumento del riesgo

manipulacione

de contaminacién microbiana ¥ ademas el rendimiento en la

de 1la poblacién fibrobléstica del cultivo €s menor

se le adiciona 1a citosina—l-B-D—

eliminacién

que el obtenido cuando

arabinofuranbsido.

Una de las caracteristicas esenciales de 1las
i jvidad
células cardiacas en cultivo es gque conservan 1a activil




contractil que presentan "in vivo" ( Patten,1949) nuestros

resultados coinciden con

. loe descritos por otros autores que
describen que aproximadamente un 20% de la poblacién celular

eIl

cultivo manifiestan actividad contractil en los primeros dias de

cultivo cuando se utilizan hueves de 4-5 dias de incubacién

( cavanaugh,1955), como ocurre en .estros cultivos con corazones
embrionarios del estadio XVIII-XX H.H., posteriormente durante la
primera semana de cultivo el porcentaje de células que laten Vva
aumentando ! hasta 70% ) y llegan a alcanzar un ritmo de
contraccioén variable en los diferentes cultivos y con el tiempo
de cultivo como ha sido observado en otras experiencias
desarrolladas -nteriormente | 70-100 latidos/minuto ) ( Freys:
Beguin y Van Brussel,1979 ). cuando el tiempo de permanencia de
las células en el cultivo sobrepasa jos 7-10 dias, 1la actividad
contractil wva disminuyendo Y termina por desaparecer, en un

amplio margen de tiempo segun 1los cultivos.

En los cultivos de miocardiocitos los cnales van
a seguir latiendo después de las manipulaciones propias para la
puesta en cultivo de dichas células, algunos autores el inicio
temprano © tardio del latido celular en cultivo lo adjudican a
1os dias de incubacién del embrién | Fayet Y ecl. 19714} i
nosotros hemos cbservado Que las células aisladas, inician
inmediatamente ei latido celular una vez puestas en cultivo,
independientemente del estadio del desarrollo embrionario en que

se encuentre el corazédn del cual extraemos las células, POr lo

tanto discrepamos en este sentido con 1os resultados del citado

autor. Lo que si observamos €S una disminucion del porcentaje de

cé” las que laten cuando 1los estadios utilizados son muy

avanzados ( XXXVIII-XL #.H. }. ¢com9 observaron €n sus cultivos

otros autores ( Wollenberger. 1964 ).

La actividad de marcapasos ritmica de
side solamente en un numero pajo de

contracciones cardiacas T¢€
ritmo de

~ultivos de células cardiacas el

células, en los ;
idad de dichas

contraccion va a depender de la extension ¥ proxim




células

marcapasos con las otras células cardiacas ( Cavanaught
1958 ), . '

aunque a veces se encuentre que células continuas laten

suficiente para establecer

es
1a sincronia de contraccién en el

cultivo. En nuestros resultados observamos, sobre todo en 1los

cultivos que forman monocapas celulares, gque el ritmo de latido
no estd& sincronizado en toda la superficie de cultivo, pero si
estad sincronizado por pequefias zonas de cultivo entre células
adyacentes que pedria ser debido a una elevada concentracién en
dichas zonas de células que rigen el ritmo de contraccién

( Sommer y Johnson,1979 )

La viabilidad celular se encuentra disminuida
conforme avanza el tiempo de cultivo y a partir de los 30-40 dias
son escasas las células gque permanecen vivas en los cultivos
( Renaud, 1980): por 1lo observado en nuestras experiencias,
podemos considerar como claros signos del -envejecimiento celular
el cese de la actividad contractil, 1la pérdida de continuidad en
1a superficie esférica u ovalada de las membranas de las células
en suspension, la aparicién de arrugamientos en la membrana
plasmatica, ¥ sobre todo un claro signo del envejecimiento de 1las
células en cultivo es 1la observacién de un aumento de vacuolas €
inclusiones citoplasméticas, tanto eh namero como en el tamafio de

estos componentes citoplasmaticos celulares | Renaud Y Le

Douarin, 1972 1:

Diversos autores han realizado estudios de los

dias de incubacién jdeales para que. tras el aislamiento celular

1as células en cultivo presenten una maxima actividad, estos

estudios han basado la actividad czlular en su actividad

contractil’ 1a mayoria de los autores coinciden en que€ el tiempo

de incubacién ideal es de 7 dias, en 1o0s cuales tras la puesta en

e el maximo valor de_actividad celular que varia

cultivo se obtien o
act1v1dad

el 80-90% de 1la poblacién celular que manifiesta

desde '
1963 ). corregidos los

espontanea ( Lehml.uhl ¥ Sperelakis,
los MmMismos autores €n 1966,

estimando un

porcentajes por




porcentaje de células con actividel contréctil del 60-70% y para

otros autores las células cardiacas

procedentes de corazones
embrionarios de 7 dias de incubacién, hasta un maximo

del 40-50%
contractil ( De
Pero todos los autores coinciden en que los 7 dias

de 1la poblacién celular presenta actividad
Haan, 1967 ).

de 1incubacidén son los que presentan una maxima actividad
cultivo, 1los

en
corazones procedentes de embriones de pocos dias de
incubacién ( 4-5 dias ) presentan el porcentaje de células con
actividad contréactil es del 20-25% ( Cavanaugh, 1955 ) y los de
elevados dias de incubacién ( 18 dias ), solo un 10% de 1la
poblacién celular presentan actividad contractili ( De Haan,1967) .
Nuestros resultados coinciden con los anteriormente expuestos, Ya
que 1la actividad contractilque observamos en nuestros cultivos

van aumentando con la edad cel embrién hasta alcanzar un méaximo
en el estadié XXIX H.H. ( 7 dias de incubacién del huevo ) del
desarrollo embrionario, posteriormente empieza a disminuir el
porcentaje de células en cultivo que presentan actividad
contractil ¥ alcanza los valores minimos en 1los estadios mas

avanzados del desarrollo embrionario.

Una gran mayoria de autores, COmMO medida de 1la
edad del embrién utilizan el tiempo de incubacién de los
huevos Renaud,1980; Vernadakis Y col.,1986 ), 12 unidad de
medida de la edad embrionaria del pollo que utilizamos en
nuestras experiencias son los estadios del desarrollo
embrionarios descritos por HAMBURGER Y HAMILTON ( 1651 ), Ya que

esta clasificacién de le edad embrionaria del pollo pasada en

criterios morfolégicos creemos que €s mas correcta, que lLa que

esta basada solamente en el tiempo de jncubacién del huevo, en el

1 2 =1 1 al
cual debido a pequefios cambios en las condiciones ambientales ©

en el lote de huevos utilizados, puede afectar el curso normal

del desarrollo embrionario del pollo, pudiendo dar lugar 2

modificaciones en el desarrollo del corazdén embrionario.

Creemos dué 1os embriones del estadio XXIXx H.H.

i inci on 1los
del desarrollo embrionario. que generalmente coincide ¢




g k. : . ;
5-7 dias de incubacién, son los adecuados para la realizacién

de 1lo i :
s cultivos celulares de células miocardiociticas, porque

ademas de presentar dichas células en cultivo una mayor actividad

contractil, son corazones de un mayor tamafio que el gue presentan

los de embriones de estadios mas tempranos, siendo por tanto mas

faciles de manipular y el rendimiento en células por embrién que

obtenemos por 1las técnicas de disgregacién tisular es mayor.
Ademas de las razones anteriormente expuestas, 1la capacidad e
migracién celular en el desarrollo embrionario a través de la
jalea cardiaca | Kinsella ¥y Fitzharris,1980 )}, se encuentra
presente en estadios tempranos del desarrollo embrionario, pero
en estadios mas avanzados ( XXIV-XXVIII H.H. ) va gradualmente
cesande la actividad migratoria, parece ser debido a cambio>s en
la arquitectura molecular de la matriz que impide la migracién;
en estos casos, parece ser que las células adquieren propiedades
diferenciadas que l1as hacen ya adultas y que no cambier na ,

este sentido a lo largo del desarrollo embrionario, 1o cual
avala que utilizemos e] estadio XXIX H.H. para 1a realizacién de
nuestros cultivos, Ya que en este estadio las células han perdido
1a capacidad migratoria y se parecen atn mas a las adultas en el

comportamiento que estas ultimas presentan nin vivo" | Kinsella ¥

Fitzharris,1982 s

La identificacién celular de los diferentes tipos
celulares en cultivo se puede hacer por criterios morfolbgicos ©
pioquimicos ( De Haan,1967; pPolinger,1973 ¥ pero estos
criterios pueden sufrir cambios @ 1o largo de 1os dias de
cultivo. Asi, nosotros hemos observado en nuestros cultivos que
superficie
la

1as células miocardiociticas cuando se adhieren 2 la

de cultivo pueden adoptar una morfologia similar a

fibroblastica, cambiando asi mismo la morfologia de wuna misma

célula a 1o largo de 10s dias de cultivo y con 1as diferentes

interaccioues con 1as célular cercanas en el cultivo, haciéncose

muy dificil la clasificacién de los tipos celulares en cultivo

s morfolégicés ( Freshney ¥ col.,1980 yi he
ancias y oOtros procesos

pasada €n criterio
velocidad de sintesis de diversas sust




bi ? ;
ioquimicos también se ven alterados por 1los cambios

. - - L3 en
condiciones medicambientales de las células o por el

tiempo de
- han identificado los tipos celulares
mediante el latido celular, aunque posteriormente se ha observado

cultive. Algunos autores

jue células que presentaban morfologia fibroblastica y que por lo
-anto habian sido consideradas como fibroblastos ( células F ),
“atian y por tanto no puede ser un criterio vAalido para la
-dentificacién de los diversos tipos celulares en los cultivos de
¢élulas cardiacas |( Polinger,1973 ).

En la actualidad la jdentificacién de los tipos
c2lulares en cultivo estan basados en 1la jdentificacién de
c ymponentes estructurales definidos ¥ especificos de cada célula,
qle se realizan mediante estudios de microscopia electrénica o
pus técnicas inmunohistoquimicas, 1las cuales identifican algunas
ciracteristicas estructurales especificas de la célula y que no
viria a 1lo largo del tiempo de cultivo ( Terracio ¥ Borg,1988 ).
Niestras técnicas de identificacién celular las basamos en la
bisqueda, en nuestras células en cultivo, de un marcador
especifico de estas células miocardiociticas, este marcador
especifico que utilizamos es una proteina componente de los
f: lamentos intermedios del citoesqueleto celular y que es el
mircador especifico de las células musculares, como es la desmina

( Quax Yy col.,1985; Pieper ¥ col.,1989 ).

La técnica que utilizamos para la jdentificacién
(e 1la proteina desmina es la inmunofluorescencia indirecta con

inticuerpo monoclonal antidesmina, realizada en cultivos

selulares en nghell-vial”. Esta técnica de cultivos ceiulares

la realizacién de inmunofluorescencia, creemos que es una

para
cultivos

técnica asequible para cualquier jaboratorio de

y no presenta la 1aboriosidad ¥ el gasto econbémico dque
cuales

celulares

conllevan las técnicas de microscopia electrénica, las

necesitan una gran
para la gran mayoria de los
nofluorescencia indirecta realizadas en

jinfraestructura instrumental que no es

cesible laboratorios de
ac

investigacion. Las inmu




"shell-vial" i j
1 es una técnica de bajo coste ecordmico

- . Y
utilizada actualmente ( Mendoza y col., 1991)

La proteina desmina que es el marcador especifico

de
las células musculares, se ha observado que se encuentra en

los filamentos intermedio i
otra proteina denominada iiiint?iacziuiiz ::ziztzriinas?C1?da i
Muijen y col.,1987; Muros Yy col.,1990 ) encontrando . f s
’ p se asociadas
también "in vitro"” en una amplia variedad de células en cultivo
( Virtanen vy col.,1981 ). Nuestros resultados menifiestan 1la
asociacién de dichas proteinas en las células cardiacas
embrionarias en cultivo, Yya que en aquellos cultivos que hemos
detectado mediante inmunofluorescencia indirecta 1la proteina
desmina, también cbservamos positividad en 1a inmunoflorescencia
realizada con anticuerpo monoclonal antivimentina, estanco de
acuerdo con aquellos autores que anteriormente detectaron la
asociacién de ambas proteinas en células cardiacas tanto "in

vivo" como "in vitro” ( Nag ¥ col.,1986; Velez Y col.,1990 ).

El marcaje punteado que observamos en el
citoplasma celular de 1los miocardiocitos embrionarios de pollo
en cultivo cuando realizamos la inmunofluorescencia con
anticuerpo monoclonal antidesmina, podria estar relacionado con
l1a localizacion de 1la desmina a nivel de la 1linea z de 1la
miofibrillas ¥ entre las lineas Z de miofibrillas adyacentes

detectados mediante numerosos estudios ultraestructurales,

pudiendo ejercer un papel de soporte estructural (o] de

jnterconexién de las miofibrillas adyacentes, 1o cual permite el
del aparato contréctil celular (Gabella,1979).

mantenimiento

Ademéas en nuestras inmunofluorescencias con anticuerpo monoclonal

antidesmina observamos marcados puntos de inmunofluorescenc1a.

maticas | Figura 3 ), 1lo que avalaria

cerca de las membranas plas
a desmina podria

ja teoria defendida por algunos autores de que 1
e los filamentos de actina con la

mediar en 1a sujeccién d
s células adyacentes 2a través de los

membrana plasmética y con la

desmosomas ( Lazarides ¥ anl. 1979 ) ¥ asi poder transmitirse el




impulsc contractil de una célula a otro cercana en cultivo
ocurre '

"3 3 " como
in vivo" ( Thornell y Eriksson,1981 ),

‘ | esto favoreceria
la sincronizacién en el latid

o celular de células adyacentes en

el cultive celular, como observamos en nuestros cultivos en

monocapa celular, donde observamos 1a contraccién ritmica de las

células por zonas de cultivo. En cambio en nuestros cultivos no

encontramos evidencia de marcaje en forma filamentosa, 1lo que
contrasta con la tesis mantenida por TOKUYASU ¥y colaboradores
( 1983 ) de que la desmina se encuentra en el musculo cardiaco de

polilo en forma de una red orientada longitudinalmente en los
espacios interfibrilares.

La inmunofluorescencia con anticuerpo monoclonal
antivimentina nos ha manifestado un patrén de marcaje en forma
filamentosa, con fibras que parten de la zona perinuclear Y
llegan hasta-la membrana plasmética ( Figura 3 ), este marcaje se
cerresponde con la apariencia que muestran 1los filamentos
iutermedics en las microfotografias electrénicas de las células
musculares ( Campbell Y col.,1979 ). Dicha distribucién de red
£ilamentosa rodeando el nticleo celular podria estar relacionada
con la funcién de soporte mecanico ¥ disposicional del nlGiclec en
la célula que Jesempefian estos f£ilamentos | Virtanen ¥ cnl., 1979)
Yy también el hecho de que los filamentos de vimentina se
extiendan desde el nucleo hasta 1as zonas mas distantes de 1la
membrana plasmética celular, podria avalar la opinién de algunos
autores para los cuales 1a vimentina puede jugar un papel de
transmisor de sefiales desde el ntcleo hasta la membrana

plasmética ( Georgatos Y Blobel, 1987 ).

Las diferentes experiencias realizadas hasta

ahora,abarcan principalmente cultivos primarios de células

cardiacas embrionarias, nosotros hemos avanzado en 1a linea de

investigacién de la pusqueda de las
rendimiento en 1los cultivos de

condiciones adecuadas para
células

obtener un mayor
de los

cardiacas, con 1la obtencién de cultivos secundarios

o e intentar profundizar en

miocardiocitos embrionarios en cultiv




‘la busqueda de los medios de cultivo ideales para el desarrollo

de estos cultivos secundarios ( GonzAlez y col.,1990 )

En orden a tener la maxima fiabilidad de que 1las

experiencias de cultivos secundarios se realizaban solo con

miocardiocitos, es por lo que en el pase de las células a otros
frascos de cultivo, hemos descartado aquellas otras células de
morfologia fibroblAstica gque son consideradas como miocardiocitos

por otros autores cuando laten | Cavanaugh Y col.,1955 ).

En nuestros resultados observamos gque en todos los
cultivos primarios de miocardiocitos en los cuales la
proliferacién celular en cultivo ha sido la adecuada par- el
establecimiento de los cultivos secundarios a partir de ellos, el
aumento de la proliferacién y por tanto de la poblacién celular
tiene lugar a partir del dia 14 de cultivo primario y es en el
dia 21 de cultivo cuando la poblacidn celular se ha doblado con
respecto a la poblacién inicial utilizada en la siembra ( Tabla
VII ): este hecho es destacable, ya que como algunos autores han
observado en experiencias realizadas "in vivo", 1la capacidad
proliferativa de los miocardiocitos desciende gradualmente en el
periodo postnatal, llegando a cesar dicha actividad proliferativa
en la tercera semana de vida postnatal ( Cluzeaut ¥ Maurer-
Schultze,1986 ) . pudiendose en 1os dias cercanos al dia 21 de
cultivo, en el cual comienza 1a tercera semana de vida "in vitro"

de 1la célula cardiaca, ser el punto de partida clave en donde

pueden ocurrir 4iversos procesos celulares que conduzcan a la

degeneracibn celular o a su diferenciacién Yy posterior

proliferacibn de la poblacién celular.

Los medios pasicos de cultivo que hemos utilizado

por si solo un aumento de la poblacién celular a lo

no producen
fuera posible el

1argo de 108 dias de cultivo como para que

ento de cultivos terciarios, pues al cabo de los 28

establecimi ; .
e es muy jnferior a

dias de cultivo la poblacién celular existent

ente gembrada; el medio RPMI-1640 tampoco mejora 1los

la inicialm




resultados obtenidos con

utilizados

respecto a los medios béasicos més
en los cultivos de células cardiacas ( MEM y DMEM )

Lo que si
,0 que si observamos en nuestros resultados es que el suero fetal

de ternera cuando suplementa algunos medios de

bajas proporciones ( 2% ), aumenta la

cultive, altn a

poblacién celular, siendo
un factor beneficioso para el aumento de la poblacién celular tal

como ocurria en los cultivos primarios ! Anton’ades y col.
1999 §. '

También es destacable el hecho de que en estos
cultivos secundarios, tal como ocurria en 1los primarios, se
preduzca un aumento de la poblacién celular en el dia 14 de
cultivo cuando utilizamos medio RPMI-1640 y scbre todo en el dia
21 de cultivo dicho aumento ocurre cuando se ha utilizado medio
de cultivo DMEM, MEM ¥y MEM + 2% SFT.

El comportamiento morfoldgico de 1las células‘
miocardiociticas en los cultivos secundarios es similar al
observado en los cultivos primarios, permaneciendo en un
principio en suspensién ¥y posteriormente al avanzar el tiempo de
cultivo comienzan a adherirse y a formar pequefias agrupaciones;
1a contraccién celular observada en los cultivos secundarios es
mucho mas escasa que €n los primarios, en cuanto al ritmo y & la
amplitud de 1a poblacién celular que manifiesta contraccién, no
observéandose sincronizacién en ninguna zona de los cultivos, un
comportamiento muy similar al observado por otros autores al
transferir células cardiacas neonatas de ratas, en las que no se
ha observado actividad contractil en jas células una vez

transferidas ( Harary Y Farley,1963 ), aunque €n nuestros
células embrionarias si presentan

se realiza de forma esporadica Y

cultivos secundarios de

actividad contractil, esta

aislada. Lo que si es destacable, es que en nuestros cultivos se

observa una dgra
cultivo, como anteriormente habian ©

n homogeneidad morfolbgica de las células en
pservado otros autores

cultivos secundarios de células cardiacas obtenidas a partir

otras especies animales ( Harary Y Farley, 1963 ) e




En nuestras experiencias realizadas con 1los

cultivos de células cardiacas embrionarias procedentes de embrién

de polle, hemos conseguido la eleccidén de la edad del

adecuada para la obtencién de las células cardiacas,

embrién
la puesta a

punto del método de disgregacién tisular adecuado, adaptacibén a

los cultivos celulares de 1la técnica adecuada para la
identificacién de los miocardiocitos en cultivo, establecer el
medio de cultivo y las condiciones de cultivo adecuadas para
obtener un buen rendimiento de los cultivos de células cardiacas
embrionarias de pollo. Asi mismo mediante nuestros trakbajos hemos
colaborado en el avance del conocimiento de la evolucién de la
morfologia celular en cultivo, del comportamiento de los
miocardiocitos aislados en los cultivos celularer Yy un estudio
del comportamiento de estas células en cultivos secundarios, ' con
la evolucién de 1la poblacién celular secundaria en diversos

medios de cultivo.

V.A.2. Cultivos de miocardiocitos humanos adultos

Las primeras experiencias de cultivos de células
cardiacas se desarrollaron con corazones embrionarios procedentes
de embriones de pollo | cavanaugh,1955 B posteriormente
pasandose en las experiencias adquiridas con la realizacién de
los cultivos anteriormente mencionados, las experiencias en

cultivos de células cardiacas se fueron ampliando a otras

especies animales., 1legandose al cultivo de células cardiacas

aisladas 2 partir de corazones de diversos mamiferos. Las

e
primeras experiencias con células cardiacas adultas s

realizaron con células cardiacas neonatas de ratas ( Harary y
Farley,1963 ), siendo 1a especie de mamifero, junto con el ratédn,

mas utilizada para los cultivos de células cardiacas y 12 gran
s de ratas de poccs dias de

mayoria de autores utilizan corazone .
encias | Auclair y Freyss~

vida para la realizacidn de sus experil

Beguin, 1980 1«




La metodologia para el asilamiento ¥y

l ‘ . : cultivo de
os miocardiocitos neonatos de rata
1]

es similar a la utilizada

S S . ; T
P los cultivos de miocardiocitos embrionarios, siendo 1los

nétodos de disgregacién tisular enzimatica

. con tripsina el
procedimiento de aislamiento celular mas empleado,

e los medios
utilizados para el cultivo son similares a los empleados paia el
cultivo de los miocardiocitos embrionarios de pollo y la densidad
de siembra dependera del tipo de cultivo deseado, de igual modo

que para los miocardiocitos embrionarios | Anand-Srivastada Y
Cantin,1986 ).

En los cultivos de miocardiocitds neonatos de

ata, también se presznta el problema de contaminacién de los
cultivos pnr fibroblastos, Ppero el principal problema de estos
cultivos de miocardiocitos adultos de rata recién nacida es su
escasa capacidad mitética, pues €S conocido que el porcentaje de
células miocardiociticas adultas neonatas que es capaz de
manifestar actividad mitética es muy baja ( Rumyantsev,1963 Y. 82
estas células miocardiociticas neonatas, dque conservan todavia
algunas caracteristicas de las células embrionarias, presentan
una muy baja actividad mitética en cultivo, mayor dificultad
presentan aun los cultivos de células miocardiociticas
procedentes de corazones adultos de animales con pastantes dias ©
meses de vida, ya que ademas de dificultar el aislamiento celular
el hecho de que los tejidos adultos son mas complejos ¥ duros que
los embrionarios. quedando muy atrapados los miocardiocitos por
1a red tisular, 1a capacidad mitética de las células adultas es
casi nula, aungue algunos autores han detectado escasas mitésis
win vivo" | Manasek,1968; Jeter Y cameron,1971 ), el tiempo para
osis de la célula cardiaca adulta en cultivo es

el porcentaje de células capaces de presentarlo

que ocurra la mit
nuy prolongado Y

mnuy bajo, POTr 10 cual para 1a mayoria de los autores 1las
células cardiacas adultas Do presentan capacidad mitética en

cultivo ( Kasten,1972 [

por todo lo anteriormente expuesto, la metodologia




nec i i i ¢
esaria para 1la realizacion de experiencias cientificas

: con
cultivos de miocardiocitos embrionarios o neonatos se

desarrolla
en un gran numero de laboratorios de investigacién,
punto la

peroc poner a

tecnologia necesaria para el aislamiento y posterior
cultivo de células cardiacas procedentes de corazé4n adulto de
mamifero, solo es desarrollada actualmente por grupos de
investigacidn con amplia experiencia en los cultivos

anteriormente citados.

En los tltimos, afios se ha ido ampliando el numero
de autores gque han obtenidos cultivos celulares a partir de
diversos tejidos humanos ( Gibson-D'Ambrosio ¥y col.,1986 ), pero
son escasos los autcres que realizan sus experiencias en cultivos
de miocardiocitos humanos. Los cultivos de miocardiocitos de
origen humano estan escasamente desarrollados, en primer lugar
por 1la escasa accesibilidad a los corazones humanos en las
condiciones ideales para el cultivo de los miocardiocitos humanos
y en segundo lugar la gran dificultad para el aislamiento ¥
posterior mantenimiento en el cultivo de los miocardiocitos

humanos aislados.

La fuente de 1-3 corazones humanos de los cuales
se han aislado miocardiocitos, en general ha sido embrionaria,

de individuos de escasos afios de vida postnatal ( Claycomb,1988 )

6 de individucs adultos previamente transplantados, Y en escasas

ocasibnes el tejido es obtenido a partir de operaciones
valvulas en corazones normales

quirﬂrgicas de extraccién de

( Bugaisky,l988 ;. Todas l1as biopsias cardiacas que hemos

utilizado en nuestras experiencias de cultivos de miocardiocitos

humanos adultos proceden de jntervenciones quirdrgicas de

valvulopatias coronarias, en el proceso d
a 1a extraccién de una biopsia del tejido

e las cuales se ha

i cardiaco
procedldo

adulto.

para el aislamiento ¥ posterior cultivo de las

i i os
células adultas miocardiocitlcas humanas S€ han seguido 1




mismos procesos que los distintos

. autores han desarrollado
previamente

con otros tipos de corazones de mamiferos ( C

laycomb
y Palazzo,1980; Y

Claycomb ¥y Lanson,1984; Jacobson ¥y col.,1985 ) ¥
sobre todoe en la experiencia obtenida ccn  los
miocardiocitos

cultivos de
adultos procedentes de un mamiferc tan cercano a

la especie humana como son 1os primates ( Claycomb ¥y Moses,1985).

Por 1lo general, el aislamiento de las células cardiacas adultas
se realiza a partir de corazones enteros, requiriendo una previa
perfusién del érgano antes del tratamiento enzimatico ( Powell,
4984 ). Con la metodologia que hemos descrito anteriormente para
el aislamiento celular de los miocardiocitos humanos adultos, no
es necesario partir de 6rganos enteros para obtener un buen
rendimiento de células viables en el proceso de aislamiento
celular, ni se exijen aparatos para la perfusién del o6rgano ( ya
que 3sta no es necesaria), como son utilizados por otros autores

( Jacobson,1977).

Mediante el proceso de disgregacibn enzimatica con
colagenasa @ 37°C ¥y agitacion mecéanica, como 1o realizan otros
autores | Bugaisky,1988 ) obtenemos un escaso numero de células
aisladas, Ppero en cambio si creemos que es un buen método de
disgregacién tisular para 1a obtencién de fibras musculares
cardiacas adultas'formadas por un escaso numero de células unidas
y 4que puedah manifestar en el cultivo actividad contractil.
posteriormente, aprovechando nuestra experiencia en el
desarrolladas de los cultivos miocardiociticos embrionarios
de pollo ( Gonzéalez Y ael., 1991 3, hemos logrado desarrollar una
técnica de disgregacién tisular a 4°C que nos permite mantener

s de tiempo el tejido en contacto con la
s autores que utilizan

durante largos periodo

solucién enzimatica, al igual que hacen 1lo
gano antes de la introduccién del tejido

agitacién, pero en

previa perfusién del 6or
cardiaco en la solucién enzimatica = con
el contacto del enzima con el tejido se

nuestras experiencias
permitiendo que la accién

realiza a una temperatura baja

posteriormente la actuacién
degl (| 37% ) ocurre

proteolitica del enzima sea escasa;
de 1la golucién enzimatica 2 su temperatura i




dura i ]
nte un corto espacio de tiempo antes de afiadir

: medio de
cultivo con suero fetal de

ternera gque inhibe la accién

proteolitica de 1las enzimas ( Gibson-D'Ambrosio y col.,1986 )

reduciendose el dafio que pudieran sufrir las células debido a 1la

accién enzimatica.

La viabilidad obtenida tras los procesos de
disgregacién ( 68% ) que es similar a la obtenida por otros
autores en sus experiencias de aislamientos de miocardiocitos
adultos procedentes de diversos mamiferos como el gato o el
conejo ( Powell, 1988 ), hacen que esta técnica de aislamiento de
miocardiocitos adultos humanos a partir de biopsias quirirgicas
sea una técnica util para el aislamiento Y posterior cultivo de
estos miocardiocitos para la realizacién de estudios
fisiolégicos, morfolégicos e inmunohistoquimicos de los
miocardiocitos aislades en cultivo ( Bkaily ¥ col.,1984; Jacobson
y Piper,1986; Campbell ¥ col.,1979 ). Debido a que en esta
téenica, para el buen aislamiento de las fibras de miocardio de
los restos grasos depositados en el pericardio Y de dicho
pericardio, supone 1la perdida del 60-70% del peso total de 1la
biopsia, principalmente Ppor ser la orejuela de 1la auricula
cardiaca una prolongacién hueca de la parte superior de la
auricula, si las biopsias fueran extraidas de otra zona cardiaca
en 1la cual la cantidad de fibra miocadrdica fuese muy superior a

la cantidad de pericardio ¥ material graso de 1la biopsia, la

piopsia pudiera ser de mayor peso neto O mejor aun, si se pudiera

disponer de un corazbé4n entero para 1a realizacién de la técnica,
obtendria una gran cosecha de células viables que podrian ser

realizacién de experiencias en donde se

se

utilizadas para la
numero de células, como son los ensayos
en

necesitan gran
farmacolégicos O estudios de 4cidos nuclelcos

pioquimicos,
( Frelin ¥y col.,1974; Lewis ¥ Gonzélez,1987;

piologia molecular
Claycomb,1988 Y.

Una vez aislados los miocardiocitos humanos

i i edio
adultos son sembrados en un medio de cultivo que lleva como m




base el DMEM, suplementado con suero fetal de ternera y una serie

de sustancias como transferrina e insulina que hemos observado

que favorecen 1la proliferacién de las células miocardiociticas

embrionarias de pollo en cultivo ( Tabla V ) que

otros autores

ciosas para el cultivo de células
miocardiociticas adultas de mami

también han observado son benefi

feros ( Claycomb ¥y Lanson,1984;
Claycomb ¥ Moses, 1985 ). ademias de suplementar el medio de

cultivo con glucosa, un hidrato de carbono que hemos observado
que aumenta la actividad de los miocardiocitos humanos adultos en
cultivo ( Gonzalez ¥ col.,1989 ). Por los resultados obtenides
en nuestros cultivos, creemos que el DMEM es el medio de cultive
adecuado para el cultivo de miocardiocitos humanos adultos, Ya
que otros medios utilizados Ppor otros autores como el MEM
( Bugaisky,1988 ) no contienen glucosa, azlicar que si lleva en su
composicién el DMEM, también estamos de acuerdo con otros autores
como CLAYCOMB ( 1988 ) que suplementa su medio de cultivo DMEM
utilizado para el cultivo de células miocardiociticas humanas
adultas con un alto contenido de glucosa; otros autores para el
cultivo de miocardiocitos adultos procedentes de diverscs
animales también utilizan medio de cultivo DMEM suplementado con
una alta proporcibn de glucosa ( Powell,1988) . tal como hacemos
nosotros con nuestro medio para el cultivoe de las células
cardiacas humanas, ya que la presencia de este azucar favorece el

desarrollo de dichos cultivos celulares.

La densidad de siembra utilizada en estos cultivos
( 75.000 células/ml ), es cercana a la utilizada Ppor otros

ra el cultivo de miocardiocitos adultos procedentes de
Claycomb,1988 1.

autores Ppa

primates o de humanos | claycomb Y Moses,1985;
cién de los cultivos de-miocardiocitos adultos Ppor
cultivo

La contamina .
fibroblastos fué minimizada por 1a adicién al medio de

citosina-1-B-D-arabinofuranésido ( Claycomb,1988: Claycomb ¥

Moses, 1988 ).
La evolucion morfolbgica de nuestras células en

asi en las
cultivo es similar a la observada por otros autores, s




fibras cardiacas aisladas se observan los miocardiocitos

con una

morfologia 1larga, delgada Yy eliptica ( Sommer y Waugh,1976;

Forbes y Sperelakis, 1984 ); las células aisladas en las

primeras
horas de

cultivo tienen una morfologia de barra cilindrica con

numerosas estriaciones transversales, la gran mayoria de células

son uninucleadas aunque se puede observar un porcentaje
de

elevado
células binucleadas como anteriormente habian descrito otros

autores ( Bugaisky,1988 ). Al cabo de pocos dias en cultivo las
células van adoptando una morfologia mas irregular, la morfologia
inicial de barilla cilindrica se transforma en una morfolcgia mas
poligonal-esférica y van apareciendo unas prolongaciones
citoplasmaticas en las células a consecuencia de su adherencia en
la superficie de cultivo, aumentando el tamafio celular. Estamos
de acuerdo con BUGAISKY { 1988 ), el cual observa qué en sus
cultivos de miocardiocitos humanos adultos la morfologia celular
con el tiempo de cultivo evoluciona hacia una morfologia
fibroblastica, en nuestros cultivos observamos qua las células
ajsladas en forma de parra cilindrica una Vez adheridas se
extiend>n adoptan una morfologia fibroblastica, dicha morfologia
se manifiesta atn mas en las células que han gsalido de 1los
explantes de tejido que no han sido totalmente disgregados por

los enzimes.

cuando el tiempo de cultivo se prolonga ( mas de
'15-25 dias ). las células adoptan gran tamafio, 1la gran mayoria
manifiestan una morfologia rectangular, observéandose contacto
entre las células cercanas, algunas preséntan una morfologia que
recuerda a las neuronas, se observan algunas inclusiones
citoplasméticas, las células contienen mas de un nucleo en los

cuales se observan un manifiesto nucléolo, algunas células

presentan cuatro nucleos con nucleéolos, no se observan

miofibrillas organizadas, ni tampoco observamos dque nuestras

d contréactil; nuestros
s realizadas por otros

periodos de tiempo en

células en el cultivo manifiesten activida
resultados coinciden con 1as experiencia

autores que han logrado mantener Ppor largos

cultivo células cardiacas adultas ( Claycomb Y palazzo,1980 ).




La poblacién celular va disminuyendo a lo largo de

los dias de cultivo, no observandose a lo largo de todos los dias

que se ha mantenido el cultivo un aumento de la poblacidn celular

de una semana de cultivo a la siguiente, debido a que las células

miocardiociticas adultas en cultivo han perdido su capacidad

mitdtica, aungue ocasionalmente se puedan observar alguna mitosis

( Jeter y Cameron,1971; Kasten,1972 ).

Los distintos autores que han utilizado

miocardiocitos procedentes de corazdn humano para sus
experiencias, 1as células 1las han mantenido vivas curante
periodos de tiempo desde 48 horas para 1las células humanas
embrionarias | 14-16 semanas de gestacién ) ¥ células procedentes
de corazones Jovenes ( 2,5 afios de edad ) | Claycomb,1988 ¥
hasta 14 d4as en cultivo para células miocardiociticas
cilindricas procedentes de corazones humanos adultos ( 36-39 afios
de edad ) | Bugaisky,1988 ). Con nuestras experiencias llegamos a
mantener con vida a células miocardiociticas procedentes de
_corazones humanos adultos ( 36-69 afios de edad ) hasta 56 dias en
cultivo; aunque l1a duracién en cultivo es menor que la obtenida
por otros autores para el cultivo de células miocardiociticas
adultas procedentes de corazones de otras especies de mamiferos |
Claycomb ¥ palazzo,1980 ), si es muy superior 1la duracién en
cultivo de nuestras células gque las que han obtenido otros
autores due han utilizado como fuente de procedencia Ae 1las

células tejido cardiaco humano ( Claycomb,1988: Bugaisky,1988 Y.

La caracterizacién de los miocardiocitos humanos

adultos en cultivo 1la hemos realizado mediante técnicas

inmunohistoquimicas usando anticuerpos especificos contra

i i te han
componentes estructurales del citoesqueleto, como previamen

hecho otros autores éen cultivos de miocard10c1tos

( Terracio Y Borg,1988 y, Como el el caso lJe los cultivos

po’lo el marcador especifico

escogido ha sido 1la proteina desmina componente de los filamentos
las células musculares

mio"ardiocitos embrionarios de

intermedios del citoesqueleto de




( Lazarides,1980; Osborn ¥ c¢ol.,1981;

Pieper v col.,1989 ); se
han realizado

también las técnicas inmunohistoquimicas
anticuerpo monoclonal antivimentina,

con el

va que la vimentina se ha

observado que esta asociada a la desmina Yy forma parte también de

los filamentos intermedios en 1las células cardiacas humanas

i Thornell ¥ aat. t08d 1, Al igual que se ha observado su

coexpresién en células cardiacas en cultivo ( Nag ¥y col.,1986 ).

El marcaje con anticuerpo monoclonal antidesmina
presenta una distribucién punteada a 1o largo del citoplasma
celular, al igual que observan otros autores en células cardiacas
y otras c&lulas musculares ({ Lazarides ¥ Hubbard, 1976 Yoo 4
también similar al observado por Otros autores en tejido cardiaco
humano ( Van Muijen ¥ col.,1987 ); estamos de acuerdo con estos
autores due observan gue esta proteina se encuentra asociada con
1as lineas Z de las sarcémeras cardiaca y se extiende entre las
1ineas Z de miofibrillas adyacentes, observandose también en
nuestros cultivos un marcado punteado fluorescente cerca de 1las
membranas plasmaticas celulares ( Figura 4). Esta distribucidbn de
la expresién de 1la desminé en los miocardiocitos humanos podria
corresponderse con su funcién de integrar mecanicamente todos los
componentes del aparato contréactil celular para que pueda
efectuarse correctamente el egielo activo de contraccién Y

relajacién de 1a célula muscular ( Lazarides Y Hubbard, 1976;

Gabella,1979).

El patrén de marcaje en forma de red filamentosa

observado en 1as células miocardiociticas adultas humanas cuando

realizamos 1a técnica de inmunofluorescencia con anticuerpo

ivi i observado
monoclonal ant1v1ment1na, concuerda con lo

s musculares ( Campbell ¥ eel. 3919 y: AW

gervada en pnuestras cbélulas en cultive,

anteriormente en célula

disposicién perinuclear ob
. r con las ideas expuestas POT algunos

Georgatos Y Blobe1,1987 )y que

£jlamentos de vimentina en

creemos dqueé puede concorda
autores ( Virtanen Y eol. 1979

sugieren Que€ esta disposicibn de los




e
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"AMA vel citopl 1

“ oplasma celular desempafia una funcién de soporte mecanico

del nucleo celular, fijando la posicién de este dentro del

citoplasma celular, asi mismo los filamentos de

gran longitud que
llega

hasta las prolongaciones citoplasmaticas pueden ejercen un

papel de transmisor de sefiales desde el nlcleo hasta la membrana

plasmatica ( Figura 4 ). El gran namero de

filamentos de
vimentina observadas en nuestras células adultas en cultivo,

podria ser debido a que son celulas que 1levan varios dias en
cultivo, han adaptado su morfologia celular a la superficie de
cultivo y per tanto al aumentar el tamafio celular, debe de
aumentar la cantidad de filamentos de vimentina para poder seguir
jesempefiando su labor de soporte mecanico en el citoesqueleto ¥
la gran cantidad de filamentos perinucleares siguen delimitando
La disposicidn del nucleo celular en el _citoplasma de las
s6lulas, donde se observa un nucleo de gran tamafio o varios
nticleos cuando la célula lleva largos periodios de tiempo en
¢ultivo ( Fifura 8 ).  Log resultados anteriormente expuestos
concuerdan con los resultados obtenidos por algunos autores, para
los cualés 1a cantidad de vimentina celular va aumentando con el
tiempo de duracién del cultivo y que sugieren que Su expresién en
Jas células en cultivo podaria estar relacionada con 1a adaptacién

de 1las células a 1as condiciones del cultivo ( Virtanen Y

s0l.,1981 ).

contenido en Filamentos Intermedios de los miocardiocitos
/

En el desarrollo de la actividad contractil d~ las

1a actina ¥ 1a miosina son las principales
actividad

células musculares,

proteinas que jntervienen en la realizacién de dicha

de todas las células musculares; pero ademas de

caracteristica a__—
ncipales de las miofibrillas

estas dos proteinas componentes pri

i ; i oy
musculares existen una serie de proteinas accesorlas necesaril

de contraccién—relajacién de 1la célula

para due el proceso
ordenada. Entre las proteinas

muscular ocurra de una forma




accesorias e importantes para un

- buen funcionamiento de la
actividad contractil celular se

encuentran dos proteinas
reguladoras del proceso que son la tropouina y la tropomiosina, ¥y

ademds una serie de proteinas encargadas del mantenimiento

correcto en el citoplasma celular del aparato contrictil que

los filamentos intermedios ( Lazarides, 1980 ).

son

Los filamentos intermedios son los componentes mas
estables del citoesqueleto celular, localizados principalmente en
la zonas sometidas a tensidn mecanica, desempefiando una funcién
estructural o de sopcrte mecanico en la célula; 1la composicién
polipeptidica de 1los diversos filamentos intermedios varia con
los diversos tipos celulares Yy dentro de un mismo tipo celular
puede variar con las diferentes especies an’ ..es ( Eriksson Y
Thornell, 1979 ).

Mediante estudios con microscopia electrénica
fueron observados 1los filamentos intermedios en las células
cardiacas ( Caesar Y col.,1958 ), los cuales como en el resto de
células musculares se les considerd como un grupo
morfolégicamente distinguible de los otros componentes
estructurales de 1la célula muscular y por tanto un componente

estructural con entidad propia dentro de 1las miofibrillas

musculares | Ishikawa Y col.,1968: Osborn ¥y Weber,1986 ).

Dentro de 1los filamentos intermedios que forman
parte estructural de la célula cardiaca, como de los otros tipos
de célulacs musculares, 1la proteina caracteristica de estos

intermedios musculares es la desmina que presenta un
lependiendo de

filamentos
peso molecular aproximado de 50.000-55000 daltons
Yy Weber,1976 ). La desmina,

la procedencia celular ( Lazarides
células musculares, esté

proteina caracteristica de las

estrechamente relacionada en est ~slulas con otra proteina de

de 52.000—53.000 daltons ( Brown Y col.,1976;

peso molecular . . i
chel,1982 ) denominada vimentina; a

uazarides,1980; Gown Y

i i entos
vimentina gse coexpresa con la desmina en los filam




intermedios de las células de misculo 1liso, esquelético ¥y

cardiaco ( Tuszynski y col.,1979; Gard y Lazarides,1980; Thornell

y col.,1984 ), observandose incluso heteropolimeros de

proteinas en algunas células presentes

ambas

‘ en los cultivos de
locardiocitos ( Ip y col.,1983 ).

Los filamentos intermedios en las células
musculares cardiacas desempefian una importante funcién de
soporte mecdnico de las estructuras subcelulares, asi se conoce
que la desmina mantiene interconectadas las miofibrillas
individuales unas con otras Yy a éstas con la membrana plasmatica
( Lazarides,1980 ), adémas la desmina puede unir los filamentos
de actina de wuna forma continua a través de los desmosomas,’
pudiendo mantener unidas las sarcémeras adyacentes pertenecientes
a células diferentes ¥ pudiendo transmitir la intensidad ¥ el
ritmo cardiaco de una célula a otra ( Thornell Yy Eriksson,1981 ).
La vimentina aparte de estar estrechamente ligada a la desmina en
los filamentos intermedios de las células musculares, desempefia
un papel de soporte mecéanico ¥y mantenimiento del nicleo en un
lugar determinado del citoplasma celular ( Virtanen Y col.,1979 )
y para otros autores desempefia un papel de transmisor de sefiales
desde el nucleo a la membrana plasmatica ({ Georgatos y

Blobel, 1987 ).

Por todo lo anteriormente expuesto se deduce que

los filamentos intermedios en las células musculares juegan un

papel fundamental en el mantenimiento de una correcta

funcionalidad de la célula muscular cardiaca, una alteracién en
y/6 cantidad dentro de 1la célula es signo

é6n celular que puede afectar no solo a la

su composicién

evidente de una alteraci
celular, sino también a la viabilidad
de

del

actividad contréactil

celular, como 8€ ha observado en situaciénes patolégicas

hipertréfia ( Gabella, 1979 ) & en miopatias hereditarias

miasculo cardiaco ( Porte ¥ col.,1980). Ademas la cantidad y

tas proteinas, desmina Y vimentina,
élulas musculares, Se€ ha

componentes
distribucibn de es )e)

de los filamentos intermedios de las ¢




observado estar muy relacionada con la embriogénesis del

cardiaco ( Rong y col.,1987; Muros ¥ col.,1990 ).
diversos procesos tumorales de las células

{ Altmannsberger Yy col.,1981 ),

tejido
asi como con
musculares

siendo de uso cotidiano en el

diagnéstico tumoral el uso de anticuerpos monoclonales dirigidos

a la identificacidn de desmina 6 vimentina ( Seidal ¥y col.,1987;
Leader y col.,1987 ).

En nuestros trabajos hemos realizado un amplio

estudio de 1la evolucién de la presencia ¥ cantidad de desmina Y

vimentina en 1los tejidos cardiacos a lo largo del desarrollo
embrionario, €n tejido humano adulto y de 1los miocardiocitos
( embrionarios de pollo y humano adulto ) en cultivo, Yya que el
conocimiento de 1a evolucién de estas proteinas es importante
para la buena funcionalidad cardiaca, ya que son fundamentales
para una correcta actividad contréactil, tipica de la célula
muscular cardiaca, Y la transmisiéon del jatido cardiaco de una
c&lula a otra ( Thornell ¥ Eriksson,1981 ) para una correcta
funcionalidad del ércano entero. La posible alteracién de 1la
composicién normal en desmina Y vimentina de la célula cardiaca
pueden dar lugar a situaciones patolbgicas que pueden alterar el

funcionamiento del corazén.

Contenidb de Filamentos Intermedios en el tejido cardiaco

v.B.1.1. Tejido cardiaco de embrién de pollo

Los niveles intracelulares de proteinas van a
depender del desarrollo de 1la actividad piosintética y

degradativa de estas biomoléculas, un aumento O d1sm1nuc16n de

i i i de 1los
cada una de estas actividades va a produclr a un camblo

niveles celulares de proteinas.




Las células musculares cardiacas nos proporcionan

un modelo experimental para el estudio

. coordinado de
biosintesis -

y degradacién de las proteinas componentes de

ti . - - . 1as
picas miofibrillas musculares, pudiendo

realizarse estos

estudios en células embrionarias que manifiestan un rapido

crecimiento 6 en células adultas las cuales no manifiestan

crecimiento, sino que se mantienen estables ( Zak ¥y col.,1979:

Jeter y Cameron,1971 ). También es ampliamente conocido que el

misculo cardiaco adapta su masa ¥y contenido de cada una de las

proteinas contractiles segOn sus requerimientos funcionales
( swynghedauw, 1986 ), por tanto cada célula cardiaca por si sola
puede variar su contenido ¥y composicién proteica adapténdola a
las diversos procesos fisiolbégicos como durante los procesos de
hipertrofica en que se observan incrementada la sintesis proteica
( Morgan Y col.;1987 ), 6 cambios en la cantidad del contenido de
algunas proteinas debido a manipulaciones mecénicas 0
farmacolégicas en el corazén | Sshimizu ¥ col.,1988; Pritzl ¥
Zzak,1987 ).

En el desarrollo embrionario del pollo a lo largo
del cual se produce una gran actividad mitética celular, que va
acompafiada por una serie de cambios morfolégicos
ultraestructurales, que debe jr acompaftada por una alteracién
del contenido proteico de los miocardiocitos ( Bishopric ¥
col.,1987 )i nuestros resultados concuerdan con lo expuesto
anteriormente, Ya que oObservamos una variaciémn del contenido
proteico del tejido cardiaco a lo0 1largo del desarrollo
embrionario ( Tabla X1I) , econ un aumento progresivo de la
cién proteica hasta el estadio XXIX H.H. | detectandose

test de diferencias de medias para muestras

concentra
mediante un

jndependientes que existe un
con un valor de T= =87.39" ¥ probabilidad de error
. alteraciones

a diferencia significativa entre las

poblaciones,
<0,00001 )y, en el cual se producen una serie de
como la pérdida de algunas

importantes en las células, .
los miocard10c1tos

migratorias que 1los asemejan a

propiedades
o el hecho de que los

adultos ( Kinsella Y Fitzharrisf1982 Y




miocardiocitos procedentes de éste

estadio del  desa
embrionario rrollo

una vez en cultivo presenten la maxima
contréactil en cultivo ( Lehmkhul Yy

actividad

Sperelakis,1963; De

Haan,1967 ) para lo cual es necesario un alto contenido de

miofibrillas y por tanto un elevado contenido de
contractiles en la célula. '

proteinas

Posteriomente se produce un descenso de la
concentracién proteica celular y un posterior aumento,
alcanzandose un nuevo naximo en el estadio XXXVI H.H. Yy un
posterior ligero ‘descenso del contenido proteico con un
nuevo minimo en los estadios XXXVIII-XXXIX H.H. ¥ posterior
incremento hasta el estadio XLIV H.H., con descenso del 11% en la
concentracion proteica al pasar del estadio XLIV H.H. a1l ultimo
estadio del desarrollo embrionario del pollo ( XLV H.H. ) ( con
diferencias estadisticamente significativas, con un valor de
T=8,394 Yy una probabilidad de error ¢0,01 ) : estos altimos
resultados concuerdan con 1os observados Ppor otros autoreé, que
miden la actividad ATPasa relacionada con 1a cantidad de una de
jas proteinas contractiles mis importantes como es la miosina
presente en el contenido celular | Kirby ¥ col.,1990 ). los
cuales observan un maximo en el contenido de esta proteina a los
9 dias de incubacién ( estadio XXXV H.H. ) y un posterior
descenso del contenido de la actividad ATPasa que alcanza un
minimo a los 12 dias de incubacién ( estadio XXXVIII H.H. ).
Posteriormente se produce un aumento espectacular de 1la
actividad ATPasa que alcanza valores superiores a los observados

en el dia 9 de incubacibn, tal como ocurre con la concentracibn
XL H.H donde

proteica del homogenado celular a partir del estadio
estadio XXXvI H.H..

se observan unos valores superiores a 1os del
En el altimo estadio del desarrollo embrionario observamos un

descenso del contenido proteico del homogenado celulsrr, que puede

l1tados obtenidos por KIRBY Y col. 1 1999 ).
tos autores la actividad' ATPasa del
e estadio XLV H.H.( 19-20

coincidir con los resu
ya que si bien para es

ventriculo continua aumentando en est

dias de incubacion ), Ppero la actividad ATPasa de la auricula




e ] - .
mpieza a descender; este descenso de la actividad ATPasa en la

= A
uricula podria estar relacionado con el descenso en la

proteica observado en nuestro homogenado
aunque los resultados de estos autores estan

concentracién 5
celular,

referidos a 1la
proteina miosina y los nuestros se refieren al contenido proteico
total.

Una vez determinada la concentracién proteica en
el homogenado celular, es necesario el fraccionamiento subcelular
para la realizacién de analisis del contenido proteico de cada
una de las fracciones subcelulares que nos pueda dar informacién
acerca de la relacidén entre composicién proteica, estructura Y

funcidén de las miofibrillas de las células cardiacas.

El1 fraccionamiento celular ha sido wuna técnica
basica en los estudios realizados en los tltimos afios en Biologia
Celular, baséandose principalmente el proceso de separacién de las
distintas fracciones subcelulares en las diferentes formas Y
densidades de los distintos componentes subcelulares | Howell Y
col.,1989 ). El proceso de fraccionamiento celular seguido en
nuestras experiencias es el descrito por LEWIS y col. 1987,
1988), con algunas modificaciones introducidas por nosotros; asi
mientras LEWIS ¥ col. para la extraccién de la fraccién
citoesquelética a partir del botén insoluble en Tritén X-100
obtenido tras centrifugacién, realiza solubilizacién en tampén de
muestra de Laemmli ( Laemmli,1970 ); en nuestras experiencias la
fraccibén citoesqueletal l1a obtenemos mediante solubilizacién de

las proteinas del citoesqueleto éen una solucién de sDS,

glicercl, Tris Yy agua destilada, 1los mismos componentes que el

tampédn de muestra de Laemmli que ademis contiene en su

promofenol ¥ B-mercaptoetanol, sustancias que
tras

composicidn azul de
nteferir en la determinacién proteica que realizamos
celular | Lowry,1951 ). Una vez obtenidas las
1as proteiras que conitienen son aisladas
y posterior

puede i
el fraccionamiento

fracciones subcelulares,
acetona a muy pbaja temperatura ( =20°C )
disolviéndcse posteriormente en el

mediante
volumen

centrifugacibn.

apropiado de tampdn de muestra de Laemmli.




En cuanto

- al uso de la diferente solubilidad
Tritén X-100 de los

en

componentes de las fracciones

citoesqueléticas Y citoplasmaticas subcelulares,
resultados est&n de acuerdo

nuestros
con los obtenidos per LEWIS ¥ col.
( 1987,1988 ), ya que obtenemos una buena separacién de
proteinas correspondientés al citoplasma

las

( solubles en Tritén
X-100 ), de las del citoesqueleto ( insolubles en Tritén X-100 ¥y

solubles en SDS ), como anteriormente observaron otros autores
que comprobaron la insolubilidad de las proteinas del
citoesqueleto en Tritén X-100 ( Isaacs Y col.,1989 ), mientras
otros autores manifiestan que esta fraccién proteica subcelular
jnsoluble en Tritén X-100, es una fracciém rica en filamentos
intermedios componentes del citoesqueleto celular | Ben-
Zze'ev,1990 ). '

Nuestros resultados muestran un aumento progresivo
en 1la concentracién proteica de la fraccién citoplasmatica
celular a 1lo largo del desarrollo embrionario del embrién de
pollo, alcanzandose un maximo en el estadio XXIX H.H. ( no
encontrandose diferencias estadisticamente significativas, con un
valor de T=-1,029 Yy un nivel de significacién= 0,361 ), al igual
que ocurria con la concentracidn del homogenado celular,
sufriendo un posterior descenso en el estadio XXXIII H.H. Y @8
continuacién un nuevo aumento en 10s estadios XXXVI Y XXXVII
H.H.., obteniéndose valores inferiores a los je los estadios XXXVI
Yy XXXVII H.H. hasta el estadio XLIV H.H., con posterior descenso
en el ultimo estadio del desarrollo embrionario,tal como ocurria
en el contenido proteico del homogenado celular valores

estadisticamente significativos, con un valor de T=13,453 Y una

probabilidad de error<0,001 ).

En cuanto al contenido proteico de 1la fraccién

celular, formado POr una serie de proteinas

citoesqueletal
celular, de

del control de la forma ¥ motilidad

encargadas .
6n de los diferentes

de la membrana Y de la distribuci

funciones .
1987 ). evoluciona de

componentes subcelulares ( Senécal ¥ col.,




manera similar al citoplasmatico ( con valores

‘ . . estadisticamente
significativos, con

una probalidad de error<0,0000001 hasta el

estadio XXIX H.H. e <0,000001 para los estadios mas avanzados ) ;

pero en los resultados obtenidos correspondientes a los estadios

del desarrollo embrionario estudiados, en todos ellos observamos

que el contenido proteico citoplasméatico es superior al de la
fraccién citoesqueletal, tal vez debido a que en el citoplasma
celular se encuentran los ribosomas encargados de la biosintesis
proteica, por tanto en el citoplasma celular encontraremos las
proteinas contractiles que forman parte de las miofibrillas, los
filamentos intermedios recien sintetizados que posteriormente
formaran parte del citoesqueleto ( Benitez-King ¥y col.,1989 ) Yy
ademés una sefie de proteinas que forman parte del funcionamiento
celular, pero no forman parte del citoesqueleto como pueden ser

enzimas, proteinas transportadoras, etc.

Una vez estudiado el contenido proteico del
homogenado celular, asi como de las fracciones citoplasmitica ¥
citoesquelética, nuestro trabajo se dirigié hacia el estudio del
contenido de las proteinas desmina ¥ vimentina, componentes de
los filamentos intermedios de las células musculares del tejido
cardiaco, 1las cuales tienen una gran importancia para el buen

desarrollo de 1a actividad celular miocardiocitica.

para el estudio del contenidc proteico en las
diferentes fracciones subcelulares de desmineg vimentina, hemos
procedido a 1a separacién electroforética «et ante SpDS-PAGE de
1as proteinas previamente aisladas Y disueltas en el tampén de

muestra de Laemmli Laemmli,1970; Leiva ¥ col., 1290 ). La

cantidad de cada vuna de estas proteinas ( desmina ¥ vimentina )_
steinas totales corridas en cada

correspondientes & 15 ug de pro

muestra, fue determinada mediante estudio densitométrico de las

bandas proteicas tefiidas, con 1a ayuda de un densitémetro que es

capaz de procesar ¢1 Area del pico densitométrico correspondlente

a cada proteina y determinar su cantidad ( Lewis Y col.,1988;

Gonzélez Y col., 1991 ).




La metodologia seguida para la determinacién de

1a : : ; : : .
cantidad proteica de desmina Yy vimentina correspondiente a

cada muestra separada electroforéticamente, nos ha

conocer el contenido proteico de los

permitido
miocardiocitos de estas
proteinas, componentes de los filamentos intermedios. El estudio
densitométrico de los geles mediante computador integrado lo
consideramos un sistema apropiado para la obtencién de la
cuantificacién de las cantidades de desmina y vimentina presente
en el citoplasma ¥y citoesqueleto celular, como otros autores 1lo
han utilizado para el estudio de la evolucién de las proteinas
estructurales de 1la células musculares tras los pfocesos de
isquemia muscular ( Yuki,1987 )}, el estudio de la alteracién de
del contenido celular en proteinas contractiles estructurales
debido a la influencia de ciertos farmacos ( Lewis ¥ col.,1987 ),
e incluso algunos autores 1o han utilizado para el estudio de los
cambios de las proteinas del citoesqueleto en las células
musculares en cultivo y dentro de esas proteinas, se ha
cuantificado 1los cambios en desmina ¥ vimentina que ocurren en

células de masculo liso de rata en cultivo ( Nikkari,1990 Y

El peso molecular correspondiente a cada banda
proteica tefiida en los geles de poliacrilamida una vez realizada
la electroforesis fue determinado ( shapiro ¥ col.,1967; Weber ¥
Oosborn,1969 | detectéandose una panda proteica correspondiente a
1a desmina a la cual le corresponde un peso molecular de 54.000-
£5.000 daltons como anteriormente observaron otros autores en las
células musculares de diversas especies animales, incluidas
células pertenecientes a tejidos humanos ( Lazarides Yy
Cclark ¥ 7zak,1981; Seidal Y

ndiente 2a la vimentina se

Hubbard,1976: campbell ¥ col,1979;

col.,1987 y; la banda proteica correspo

ha observado a una altura en el gel que corresponde 2a 1os 57.000-

58.000 daltons tal como Sse ha descrito anteriormente en diversas

experiencias realizadas con células musculares de diversas

especies animales, incluidos tejidos humanos, realizadas POY

n,1981; Gown Y Vogel.1982:

diferentes autores | Thornell ¥ Eriksso

van Muijen ¥ col.,1987 Y.




Para una mayor certeza de que las bandas

rotei e he i
p gicas que hemos determinado son las correspondientes a las

Setaini ; i :
proteinas desmina y vimentina, en la diversas experiencias

realizadas ( tejido embrionario de pollo, tejido cardiaco humano

adulto, cultivos ae miocardiocitos embrionarios de pollo Y

cultivo de miocardiocitos humanos adultos ), hemos procedido a la
confirmacién de dichas bandas mediante "inﬁunoblotting" siguiendo
la técnica utilizada anteriormente por otros autores ( Towbin,
1979; feiva ¥ Poi. 1990 § % mediante la wutilizacién de
anticuerpos monoclonales antivimentina ¥y antidesmina, los cuales
han sido utilizados por otros autores para la jdentificacién de
estas proteinas en tejido cardiaco enmbrionario de pollo ( Muros Y
c0l.:1990; Velez ¥ c0l.,1990 ) ¥ ademas en nuestras experiencias
realizadas en las células miocardicas en cultivo ( embrionarias
de pollo y humanas adultos ) hemos observado que marcan a las
proteinas desmina Y vimentina componentes de 1los filamentos
intermedics de los nmiocardiocitos.

Nuestros resultados del »  jnmunoblotting o
( Figura 5 ) muestran que el anticuerpo monoclonal antidesmina

da una banda nitida con un peso molecular aproximado de 54.000-

55.000 daltons, mientras due cuando utilizamos el anticuerpo

monoclonal antivimentina se observa una banda mas nitida a la
altura de la pbanda proteica correspondiente a un peso molecular
de 57.000-58.000 daltons ; estos valores de los pesos moleculares
de estas proteinas componentes de los filamentos intermedios de
los miocardiocitos coinciden con 1os observados por otros autores

( Virtanen ¥ col.,1981; Thornell ¥ Eriksson,1981 Y

Ccuando observamos nuestros resultados de la
cantidad de desmina Y vimentina citoplasméticas de cada uno de
llo embrionario del pollo estudiados

los estadios del desarro .
que 1la cantidad de desmina

( Tabla XIII ¥ observamos
citoplasmética aumenta desde

estadio XVIII H.H., gufriendo ligeras
el valor max

el wvalor minimo obtenido en el
oscilaciones 2 lo largo del

] i XXXVIII
desarrollo, obteniendose imo en el estadio




H.H. ;
, con un valor que es un 45% superior que el observado en el

estadio XVIII H.H.. Asi pues los valores desmina

| citoplasmatica
que .corresponden ccn la desmina que se esté

- escindiendo del
citoesqueleto vy sobre todlo con los de Il

desmina recién
sintetizada

cuyas subunidades monoméricas se reunen y

en el citoplasma para adoptar su form&

ensamblan

definitiva tetréamerica
{ Celis v eo0l.,1983; Inagaki ¥ cell. 1987 ),

al igual que

otras proteinas constituyentes de las miofibrillas se sinteti.an
por los ribosomas citoplasmaticos y se ensamblan en el citoplasma
( Stossel,1989 ) ), a partir del primer estadic estudiado ( XVIII
H.H. ) se mantienen sus valores con un ligero margeh de variacién
del contenido citoplasmatico a 1o largo del desarrollo
embrionario, observandose la mayor variacién con respecto al
valor del estadio XX H.H., en el estadio XXXVIII H.H. ( 27% )
esta desmina ~itoplasmatica es "la que va regenerando a la

desmina citoesquelética deteriorada 6 esta dispuesta para suplir

las necesidades para un posible aumento del citoesqueleto

celular.

Los valores de 1la viﬁentina citoplasmatica, salvo
en los dos primeros estadios estudiados ( XVIII y ¥X H.H. ) donde
se owpservan los valores minimos, se€ obtienen unos valores mas
homogéneos due los del contenido de desmina, a lo largo del
desarrollo embrionario Y en todos los estadios estudiados los
valores de vimentina en el citoplasma son inferiores a 1los
correspondientes de desmina observados en dicho estadio del
desarrollo embrionario del pollo. Estos resultados pueden Sser
debidos a que en los primeros estadios del desarrollo estudiados
donde los niveles de vimentina c1toesqueletal son ‘maximos (. Tabla

¥y ), las subunidades de vimentina reﬂ*én sintetizadas S€ van

emsamblando Yy uniéndose al citoesqueleto, mientras que

posteriormente, cuando los niveles de v1ment1na en el

51endo reemplazada Por la

citoesqueleto Vva disminuyendo y Vva
eidal y col. ,1987 )., la

desmina, como ocurre en la miogénesis ( s
permanecé en el citoplasma para

eriorada 6 para su

vimentina recien sintetizada
reponer la vimentina c1toesque1etal det




utilizacién en

col.,1986 ).

procesos de diferenciacién celular ( Paranko ¥y

Pero mas importante que la cantidad de

' . proteinas
citoplasmiticas componentes de lus filamentos intermedios,

es la
cantidad de 1las proteinas desmina Y vimentina gque podemos

detectar en la fraccidn citoesqueletal de los miocardiocitos de
tejido embrionario de pollo, debido a la funcién que desempefian

i % : " o
lose filamentos intermedios en el mantenimiento de 1la forma

celular, disposicién de las organelas celulares y ées fundamental
en la célula muscular la presencia de estos filamentos
intermedios gue mantienen correctamente dispuesto en el espacio
celular al resto de proteinas due forma el aparato contractil
celular, pudiendo realizarse el proceso de contraccibn-relajacibn
tipico de 1la célula muscular, ademas de poder trasmitirse 1la
intensidad y el ritmo del latido celular de forma continua
mediante la intervencién de 1los filamentos intermedios
( Lazarides,1980; Gab~lla,1979; Virtanen ¥ col.,1979; Thornell ¥
Eriksson,1981).

Nuestros resultados correspondientes a l1a cantidad
de desmina Y vimentina del citoesqueleto celular ( Tabla XV Yo
nos muestran que 1la desmina componente del citoesqueleto
celular en los primerc estadios presenta un valor muy bajo ¥ la
cantidad de desmina va aumentando a 1lo largo del desarrollo

embrionario del pollo, obteniendose diferencias

estadisticamente significativas en el altimo estadio del

desarrollo embrionario ( XLV H.H. ) con valor que es un 371%

superior al valor inicial obtenido en el primer estadio

estudiado | wwiit #.8. ) ¥ esta diferencia es del 2.3550% si

desmina citoesqueletal referidos a 100

comparamos los valores de
estudiado

jido | Tabla XVI ). entre el primer estadio

mg de te
el altimo | XLV H.H. ). Estos resultados

{ XViIll .8, 1Y .
los observados POT otros autores Jue mediante

concuerdan con .
primeros

han observado dque€ durante los
presenta un

inmunofluorescencia

estadios del desarrollo embrionario la desmlna




marcaje - 1 ;
arcaje mas débil y este marca)c aparece mas predominants en

r 3 . los
ultimos estadios del desarrollo

smbrionario en lcs cuales las
células se asemejan mas a la célula adulta (
Hubbard,1976; Velez Yy col., 1990;
Nameroff, 1990 ).

Lazarides Y
Yablonka-Reuveni y

Los valores de vimentina del citoesqueleto
obtenidos en nuestros resultados ( Tabla XV ), nos muestran los
valores maximos en los primeros estadios del desarrollo
embrionario del pollo estudiados { XWIII ¥ XX H.H. Yo
observandose a continuacién un descenso prolongado a lo largo del
desarrollo ( observandose una diferencias estadisticamente
significativas entre los valores del estadio XVIII y
¥Y¥IX H.H., con un valor de T=11,607 ¥y una probabilidad de
error <0,001 ), hasta alcanzar unos valores minimos de vimentina
citoesqueletal que Se€ mantienen en los altimos estadios del
desarrollo embrionario. La cantidad de vimentina del
citoesqueleto es superior a 1la cantidad de desmina citoesqueletal
durante los prineros estadios del desarrollo embrionariv
estudiados | XVIII y XX H.H. } . & PpRIERL del estadio XXII H.H.
los valores de desmina citoesqueletales son superiores a los
observados de vimentina citoesqueletal. Los datos anteriormente
expuestos estan de acuerdo con 1lo anteriormente publicado por
otros autores, los cuales observan que la virentina es la
proteina componente de 1os filamentos intermedios predominante
durante los primeros estadios del desarrollo embrionario, siendo
progresivamente reemplazada por 1a desmina durante la miogénesis

( Bennet ¥ col.,1979; Altmannsberger ¥ col.,1981; Muros v

col.,1390 ).

Cuando observamos el contenido de vimentina

correspondiente a 100 mg de tejido cardiaco
observamos un valor elevado en el
que el valor de 1la desmina

debido a los cambios

citoesqueletal
embrionario ( Tabla VI ).,

estadio XXIX H.H.. al igual

citoesqueletal, estco puede ser

deben producir en dicho estadio, 1os cuales

célulares que se




ue i i ié
pueden llevar a una diferenciacién celular que implican unos

cambios en 1 5 i i
. os en las proteinas de los filamentos intermedios como otros

autores i
dres han observado durante la diferenciacién de diversos

( Ishikawa y col.,1968; Paranko y col.,1986 ) 6
con los mecanismos de fosforilizaciébn

tipos celulares

6 proteoliticos que

predominantemente regulan el emsamblaje-desemsamblaje de los

filamentos intermedios "in wvivo " y que hoy en dfa no estan
clarificados ( 1Inagaki y col.,1989 ). Los cambios que deben
producirse durante el estadio XXIX H.H. también pueden afectar a
la deteccién mediante inmunofluorescencia de la vimen:ina a 1lo
largo del desarrcllo embrionario del pollo, siendo el estadio
XXIX H.H. el tltimo en el cual se detecta mediante
inumunofluorescencia la presencia de vimentina en el tejido

cardiaco embrionario de pollo | Velez ¥y col.,19%0 ).

Asi pues nuestros resultados corraboran la teoria
de que 1la vimentina es la proteina predominante durante 1los
primeros estadios del desarrollo embrionario del pollo Yy a
continuacién, conforme los estadios son mas avanzados y las
células van adquiriendo caracteristicas que las asemejan a las
células musculares adultas ( Velez ¥ col.,1990; Muros Y col.,
1990), 1la proteina desmina caracteristica de la célula
muscular va reemplazando paulativamente a im0 vimentina,
conservandose ésta en una cantidad pequefia suficiente para el
cumplimiento de sus funciones estructurales dentro de la célula,
pero no tal vez la necesaria para gue sea detectada por técnicas
de inmunofluorescencia, ya que posteriormente puede ser

detectada en tejido muscular 1iso adulto | Nikkari ¥ col.,1990 )

para uncs autores la vimentina solo es parc1a1mente

o}
por la desmina durante 1a miogénesis ( Bennett Y

para otros la organizacibn del

reemplazada

col.,1979 ). mientras que

musculo cardiaco es mucho mas compleja que el masculo

esquelético, ¥ si bien s distingue claramente la presencia de

i g1 fias
desmina, existen otras especiles de protcinas en pequen

que no hacen dificil su jdentificaciodn por

cantidades
inmunotincidn ( Tokuyasu, 1983 ) -




V.B.1.2. Tejido cardiaco humano adulto

En lo referente al tejido cardiaco humano adulto,

observamos gque el rendimiento en las concentraciones proteicas

obtenidas cuando wusames como método de homogeneizacién el

polytrén es superior que cuando usamos la homogeneizacién manual
( Tablas XVII y XVIII), ya que el tejido cardiaco adulto es un
tejido duro y es dificil la homogeneizacién total de toda la
muestra utilizada, mientras que el polytrén que actua
mecanicamente suministrando una mayor fuerza sobre el tejido es
capaz de lograr una mayor homogeneizacion, Ppor lo cual creemos
gque la homogeneizacidn mecanica mediante polytrén es el método de
homogeneizacion adecuado para obtener un puen homogenado del
tejido cardiaco adulto. En lo referente a las concentraciones
proteicas pertenecientes a las fracciones citoplasmaticas ¥
citoesqueléticas son similares, mientras dque e€n el tejido
embrionario de pollo la cantidad de proteinas del citoplasma era
superior al del citoesqueleto ( Tabla IX.). tal vez debido a que
los miocardiocitos en el tejido cardiaco embrionario tienen una
mayor actividad proliferativa, con unas células con gran
actividad mitética que necesitan un gran aporte de proteinas para
que aumente el tamafio celular ¥ el numero de células tras 1la
divisién celular; mientras que en el tejido adulto 1a actividad
piosintética de los ribosomas ées mucho menor, €l citoesyue’
celular estdq formado Y ademas en estas células cardiacas a. _tas
hacia la mitad de la tercera semana de vida postnatal, cesa Su
capacidad de sintesis de DNA Yy 1la posterior divisién celular
( Claycomb,1975; Erokhina ¥ Rumyantsev,1988 3

La concentracién proteica ¥ 1a cantidad de desmina
100 mg de tejido miocardico humano adulto

citoplasmética en - '
que la cantidad de vimentina

( Tabla XIX )Y, e85 superior

citoplasmatica { entre 51-€5% ), mie
Yy cantidades de desmina Y vimentina del citoesqueleto son

ario de las células embrionarias de pollo e€n

ntras que las concentraciones

similares. Al contr




que la cantidad de vimentina
1%

citcasqueletal correspondiente a
ug de proteinas totales del citoesqueleto era muy inferior

a
la desmina en los estadios avanzados del desarrollo embrionario ¥

no era detectada mediante inmunofluorescencia ( Velez y col.,

1990 ), nuestros resultados obtenidos de las cantidades de

vimentina en los tejidos cardiacos humanos adultos se coexpresa

en estos tejidos con la desmina, proteina caracteristica de los
filamentos intermedios de las células musculares, como se ha
observado por inmunoflucrescencia en diversos tejidos musculares
incluyendo el tejido cardiaco adulto ( Lazarides,1980 ).
detectandose también esta coexpresién en tejidos cardiacos
humanos tanto fetales como adultos ( Van Muijern y col.,1987 ),
observandose en estos tejidos adultos una relacién entre el
incremento en la expresién de vimentina en las céiulas normales
con diversas patologias y con un aumento de 1la capacidad

proliferativa celular ( Thornell ¥ col.,1984 ).

V.B.2. Contenido de Filamentos Intermedios de los miocardiccitos

en cultivo

Una Vvez que hemos estudiado 1a evolucién del
contenido proteico Y de cada una de las proteinas Qque forman
parte de 1os filamentos intermedios de_los miocardiocitos ¥ 38
vivo ", procedimos al estudio de 1a evolucién en cultivo de estos

e ; ; 4
parametros de concentraclion protelica ¥ de contenido en proteinas,

asi como la evolucibn de los contenidos en desmina ¥ vimentina de

1as distintas fracciones subcelulares a 1o largo de 1os dias de

cultivo, tanto en 1os cultivos de los miocardiocitos embrionarios

de pollo, como en los cultivos de miocardiocitos humanos adultos.

La determinacién del contenido proteico celular es

ili ' ién del
un parametro extensamente utilizado para hacer una estimac

1 de la célula ¥ giendo un valor que puede

tenido material tota =
o de crec1mlento

ser f0til parsd la realizacién de experienclas




celular, expresioén de actividades

: especifivas de enzimas,
contenido de receptores

de membrana o contenido celular de

ciertos metabolitos especificos ( Freshney,1988c ). Todas

nu i i ' i
estras experiencias de determinacién de concentraciones

proteicas 1las hemos realizado mediante método colorimétrico por

la técnica descrita por LOWRY ( 1951 ), que es junto a la técnica

descrita por BRADFORD ( 1976 ) la mas utilizada en la

determinacidén proteica en los cultivos celulares.

Contenido de los Filamentos Intermedios de

miocardiocitos embrionarios de pollo en cultivo

Los estudios del metabolismo proteico s= han
desarrollado en una amplia variabilidad de células cardiacas
embrionarias Yy neonatas en cultivo ( Clark ¥y zak,1981; Mdﬁermott
y eol..1985 )}, en dichos modelcs experimentales “ jpn vitro " se
ha observado que tanto 1la sintesis, como la degradacién proteica
se realiza ea un rango que es 6-10 veces superior a los valores

observados " in vivo " | Parmacek ¥ col.,1986 ).

cuando oObservamos la concentracién ¥ contenido
proteico de nuestras células en cultivo observamos una dgran
fluctuacién de estos valores a 1o largo de los dias ° sultivo,
asi como también se observa una gran fluctuacién er « valores
del contenico proteico por célula, en todas los estadios del

desarrollo embrionario del pollo utilizados en nuestras

experiencias de cultivos de miocardiocitos embrionarios (XXV,
estos resu.ltados

XXIX Y XXXIX H.H. ) ( Tablas XX, XXI y XXII ).,

concuerdan con 1os obtenidos poOr otros autores Qque€ observan una

gran £luctuacién en el corntenido proteico de 1las células en

cultivo ( Morasca Yy Etba,1986 ).

miocardiocitos
del

En todos los cultivos de

embrionarios de pollo, independientemente del estadio




) i : g 1 1 135,

obser i i
erva gque a los siete dias de «cultivo ha aumentado

i c L
centracién proteica del homogenado celular, asi como

contenido proteico por célula en cultivo; siendo este aumento

la concentcracidn proteica mayor ( 49% ) en los cultivos

células procedentes del estadio XXV H.H., mientras que
aumentc del contenido proteico por célula ha aumentado un 66%,
el estadio XXIX H.H. el aumento del contenido proteico celular
del 21% y en el estadio XXXIX H.H. dicho incremento €s del 88%;
otros autores también han observado un incremento en el contenido
celular de los miocardiocitos en cultivo, tras 5 dias en cultivo

de células miocardiociticas embrionarias de pollo de 10 dias de

incubacién, manifiestan un gran incremento en su contenido total

proteico | clark y Zak,1981 ]

E1 aumento del contenido proteico para algunos
autores parece Ser estar relacionado con el sostenimiento del
crecimiento celular McDermott ¥ Morgan, 1989 }. 1o ocusk deben
realizar estas células una vez Se€ han adaptado al cultivo. La
concentracibn proteica de los cultivos sigue aumentando a los 14
dias de cultivo solo en las células procedentes del estadio XXV
H.H., mientras que el contenido proteico por célula se observa

incrementado en los cultivos del estadio XXV y XXXIX H.H..

Lo que si observamos en todos los cultivos es un
descenso de la concentracién proteica ¥ del contenido proteico
celular en el dia 21 de cultivo, creemos que es debido a que en

este dia es donde tiene lugar una serie de procesos celulares que

pueden derivar hacia 1a Jesaparicién de l1la células vivas en el

cultivo, 6 hacia un aumento de la pro]iferacién celular, como

en la evolucio de 1la poblacién celular en cultivo,
aumento de la
de

observamos
también observamos un inicio del

celular 2 los 14 dias en los cultivos

XXIX H.H., l1os cuales van a Ser

donde
proliferacibn

miocardiocitos del estadio

posteriormente utilizados para el establecimiento del cultivo
Y, a8t podria justificar el descenso

secundario ( Tabla VII




r thille: i
proteico a 1los 14 dias de cultivo observado en los cultivos de

las células del estadio XXIX H.H., vya que pueden estar empezando

a producirse modificaciones celulares, que se confirman en el dia
2 > i

1 de cultivo con un maycr descenso del contenido proteico. EIl
hecho de que a los 21 dias de cultivo se producen una

transformaciones, Qque

serie de
pueden dar lugar a un aumento del numero
celular y a un incremento de la cencentracibdn proteica y del
contenido proteico celular a los 28 dias de cultivo que en el
caso del estadio XXIX H.H. el contenido proteico celula: se ha
incrementadg 4 veces durante esta ultima semana de cultivo; dicho
incremento es parecido a los valores del incremento del contenido
proteico celular que observan otros autores durante un periodo de
tiempo similar en cultive ( Clark y Zak,1981; Parmacek ¥
col.,1986 ).

Los valores de concentracién proteica y contenido
proteico celular referidos al citoplasma celular siguen un
comportamiento similar al observado en los valores del homogenado
celular, mientras que los valores proteicos referidos al
citoesqueleto no sufren tantas fluctuaciones como 1los del
citoplasma, manteniéndose en valores parecidos a lo largo de los
dias de cultivo. En 1o referente a la concentracién proteica de
la fraccién citoesqueletal celular se observan que los valores
tras 28 dias de cultivo son inferiores a los iniciales, si bien
el contenido proteico por célula va aumentando a lo largo de los
diés de cultive, ¥y el contenido en proteinas citoesqueletales de
1a célula tras 28 dias de cultivo es superior al contenido
jnicial en el momento de la siembra, en todos 1los cultivos

estudiados; estos cambios estéan de acuerdo con 1lo observado por

otros autores, ijos cuales en Sus experiencias en cultivo

encuentran una correlacién entre el modo de organlzac16n y

1as proteinas del citoesqueleto, con los cambios

expresién de

producidos en las células en cul+ivo que conducen a la activacién

del crecimiento ¥ la diferenciacién celular Ben—Ze'ev,1990 ¥

asi se ha observado un aumento del contenido de l1as proteinas del

citoesqueleto en células que en principio crecen €en suspension ¥




se obse { i
rva un descenso de la sintesis proteica, posteriormente

cua i
ndo se adaptan al cultivo, crecen en monocapa Yy Se€ cbservan un

aun-nto de la sintesis de 1las proteinas
citoesqueleto celular

que forman el
Benitez-King y col.,1989 ).

Nues.ros datos pues concuerdan con los de aquellos
autores para los cuales se va incrementado el contenido proteico
del citoesqueleto con la adaptacién de las células al cultivo;
en nuestros cultivos también observamos el incremento del
contenido celular en proteinas citoesqueletales a lo largo de los
dias de cultivo, dicho aumento estd correlacionado con la

adaptacién de las células al cultivo.

Una vez conocidas la evolucién del contenido
proteico celular, asi como dicho contenido en las distintas
fracciones subcelulares, nuestras experiencias se encaminaron al
estudio del contenido de 1las proteinas constituyentes de los
filamentos intermedios er. cada una de las fracciones subcelulares
a lo largo de los dias en culti~o. Las experiencias desarrolladas
para el estudio de 1la expresién de las r.oteinas desmina ¥
vimentina en las células en cultivo han sido diversas, sobre todo
mediante el empleo de técnicas inmunohistoquimicas aplicadas a
las células en cultivo ( Virtanen ¥ col.,1981;:Ip ¥ col.,1983; 1Ip
Yy Fellows,1990); nuestras experiencias, una vez detectadas dirhas
proteinas en nuestras células en cultivo mediante

inmunofluorescencia, las desarrollamos mediante electroforesis en

SDS-PAGE ¥ posterior i inmunoblotting", como han utilizado otros

autores para la realizacién de sus experiencias con estas

proteinas componentes de los filamentos intermedios en los

crltivos celulares | Nikkari,1990; Raats Y col.,1990 ).

Cuando observamos el contenido citoplasmético de

( Tablas ¥X11I, XXIV, XXV, XXVI, ¥Xvii ¥

desmina Y vimentina
rvamos dgue el contenido de desmina

YEVvIIL 1, °O todos ellos obse

va disminuyendo a 10 largo de 1los dias de cultivo ( con valores

iferencia significativa, asi

que estadisticamente muestran una d




en el estadio XXV H.H. muestran unos valores de T= 9,848 y

s un
probabilidad de error <0,001 ),

siendo siempre el contenido en

desmina citoplasmatica tras 28 dias en cultivo, inferior al

contenido de desmina celular en el momento de 1la siembra
[

sufriendo sus valores diversas fluctuaciones a lo largo de

dias de cultivo,

los
fluctuaciones que son mas marcadas en el dia 21
de cultivo. En cambio el contenido de vimentina citoplasmatica va
aumentando a lo largo de 1los dias de cultivo, debido a que en el
citoplasma celular es dénde se produce la sintesis proteica de
estas proteinas y el ensamblaje de sus subunidades para
posteriormente formar parte del citoesqueleto celular { Raats Y
col., 1990 ), observandose en diversas experiencias que el
contenido de vimentina celular va aumentando con los dias de
cultivo, relacionando la expresién de la vimentina con 1la
adaptacién de las células a 1las condiciones del cultivo

( Virtanen,b 1981 i

El contenido proteico en desmina y vimentina del
citoesqueleto a 1o largo de los dias en cultivo, se observa que
es inferior al contenido de dichas proteinas en el citoplasma;
mientras 1los valores de desmina en el citoesqueleto celular va
aumentando ligeramente a 1o largo de los dias de cultivo, el
incremento que experimenta el contenido de vimentina
citoesqueletal a 1o largo del tiempo de cultivo es mucho mayor,
con un incremento del 300% observado en los cultivos del

estadio XXIX H.H. tras 28 dias de permanencia de las células en

cultivo.

Nuestros resultados del contenido proteico celular

en desmina Y vimentina , muestran Qqueé nuestras células al 1r

van aumentando el

adaptéandose 2 las condiciones de cultivo,
citoplasmética como

contenido de vimentina, tanto

produciéndose un cambio en la
a adaptacién de

i omposicién
citoesgqueleéetica, comp

de los filamentos intermedios durante 1
Guillou ¥ col..1990 Y cambios en la
del

proteica

1as células 2 1os cultivos (

i £ i £0
composicién proteica que se manifiestan en un 1incremen




conteni : S - i i
enido celular en vimentina y un mantenimiento 6

. ligero
descenso de 1los niveles

celulares de 1la desmina,
los filamentos intermedios

( descenso de la desmina

’ . j ] ]

| citoplasmatica y aumento de la
citoesquelética ); este aumento de la vimentina en las células en

culti 5
ultivo se ha observado en células normales en cultivo ( Virtanen

% ool.,1983 ), observandose también este incremento de 1la

expresién de vimentina en otras células con gran capacidad de

p.ocliferacion, las cuales han sufrido un proceso de
transformacién celular como son las células tumorales ( Miettinen

y col.,1984 ;

V:B.32.23. Contenido de Filamentos Intermedios de

miocardiocitos humanos adultos en cultivo

Nuestros resultados de ja evolucién de 1a
concentracién proteica en l1os cultivos de miocardiocitos humanos
édultos ( Tabla XXIX ), manifiestan un descenso de los niveles
proteicos éen cultivo a lo largo de los dias de cultivo, descenso
que es mas manifiesto a los 14 dias de cultivo, aungue
posteriormente sufre un aumento pero los valores obtenidos en los
altimos dias de cultivo son inferiores a los iniciales obtenidos
en el momento de la siembra. En cambio los valores del contenido
proteicc POT célula viva en cultivo si manifiestan un aumento a

1o largo de 1o0s dias de cultivo, obteniendose un valor final que

es un 94% superior al inicial, siendo unos salores cercanos a los

obtenidos para 1as células embrionarias de pollo para estadios

del desarrollo embrionario avanzados €D cultivo, S1 pbien 1los

+alores finales obtenidos @ los 28 dias de cultivo en los

cultivos adultos son muy superiores a los obtenidos con los

cultivos embrionarios de pollo. Asi pues: hemos observado una

gran fluctuacién de los valores proteicos a 1o largo de 10s dias

de cultivo, del mismo modo que ha sido observado pard otras

células en cultivo ( Freshney,1988c ¥




El contenido proteico de la fraccién

citoplasmitica subcelular a los 28 dias de cultivo

superior al contenido

es 6 veces
proteico celular observado en el momento de
la sien .
2 jembra, 1lo cual concuerda con los datos obtenidos por otros
autore i

ores que logran en sus células miocAdrdicas embrionarias de

pollo en cultivo un incremento | §-10 v¢ces superior ) del

contenido proteico celular | Clark y Zak,1981 ). El contenido de
1a fraccién citoesqueletal por célula aumenta después de la

primera semana en cultivo, manteniéndose posteriormente en
valores similares.

Una vez realizada la lectura densitométrica de los
geles, observamos Qque€ la cantidad de desmina citoplasmatica
contenida en 15 ug de proteinas citoplasmaticas totales ( Tabla
XXX ), manifiesta un descenso de la desmina citoplasmatica a lo
largo de 1los dias en cultivo, mientras gque Observamos un
incremento de los valores de vimentina hasta alcanzar un maximo a
los 14 dias de cultivo, manteniendose posteriormente en valores
no muy lejanos. Los valores de desmina ¥ vimentina citoplasmatica
por célula en cultivoe ( Tabla XEXT ). también se observan
aumentados a 1lo largo de los dias de cultivo, tal vez debido a
que 1las células adultas en el cultivo adoptan una morfologia
celular de gran tamafio Y necesita gran cantidad de estas
proteinas para formar parte de l1os filamentos intermedios que van
a mantener en buena disposicidn a las proteinas componentes del
citoesqueleto celular ¥ también han de mantener en una correacta
disposicién a todas las organelas subcelulares { Claycomb ¥
Palazzo, 1980; Virtanen ¥ sol. 7979 ).

Los resultados obtenidos con la distribucidn de la
desmina Y vimentina citoesqueletal en las células cardiacas
nos manifiestan que€ 1a cantidad de

ada 15 ng de proteinas

humanas adultas en cultivo,

desmina citoesqueletal que forma parte de €
os primeros 7 dias

totales del citoesqueleto, aungue aumenta en 1

de cultivo, posteriormente ge mantiene €i valores no muy
s R ’ de
diferenciados de 1los iniciales, aunque en el ultimo dia




cultivo se observa

un descenso del 17% con respecto al

Sy valor
inicial observado en el momento de

: ‘ la siembra del cultivo; la
esmina contenida en cada célula viable aumenta asi

dias de cultivo,

mismo a los 7
pero posteriormente desciende y se mantiene en
valores similares. El1 contenido en

aumenta hasta el dia 14 de cultivo,

vimentina citoesqueletal
a partir del cual se observa
un descenso del contenido de vimentina en el citoesqueleto,
obteniendose un valor similar al inicial a los 28 dias de
cultivo: el contenido de vimentina citoesqueletal por célula va
aumentando hasta el dia 14 de cultivo, posteriomente desciende
aunque los valores tras 28 dias de cultivo son un 233% superior a

los iniciales en el momento de la siembra de las células.

Nuestros resultados con los cultivos de
miocardiocitos humanos adultos nos manifiestan un aumento de 1la
desmina y vimentina del citcesqueleto y del citoplasma durante
los primercs dias de cultivo ( 7-14 dias ), tal vez sea debido a
que estas celulas han de adaptarse a las condiciones de cultivo,
cambiando su morfologia, renrganizando su aparato contréctil y
su citoesqueleto, tal como han observado otros autores para
células cardiacas adultas en cultivo ( Moses Y Claycomb, 1982 1
para la reorganizacién del aparato contractil y del citoesquelto
debido al cambio de 1a morfologia celular, es necesario un nuevo
suministro de 1las proteinas constituyentes de estas estructuras
subcelulares, siendo 1las proteinas desmina Y vimentina 1las
constituyentes de 1los filamentos intermedios de las células
musculafes, los cuales son unos de los principales componentes
células eucariotas

del citoesqueleto celular de estas

( Lazarides, 1980 }.
El contenido en vimentina celular va aumentando a
de los dias de cultivo debido a 1la adaptacién de 1las

1tivo ( Virtanen y col.,1981 ), en

1o 1argo

células a las condiciones de cu
1tivo empieza @ descender el

tal vez debido a que 2

miocardiociticas

cambio 2 partir del dia 14 de cu
contenido de vimentina del citoesqueleto,

partir de &se dia 14, los cultivos de células




hu i .
manas adultas comienzan a pasar una fase critica de

supervivencia en cultivo como han observado otros

; autores
( Bugaisky,1988 ) ¥y que nosotros

observabamos dicho periodo

criti i ' loci
tico en los cultivos de miocardiocitos embrionarios de pollo a

los 21 dias de cultivo.

Influencia de 1los derivados del 4cido fibrico en los
filamentos intermedios de los miocardiocitos en cultivo

Er. los paises desarrollados las enfermedades
cardiovasculares es la principal causa de morbilidad Yy
mortalidad, llegando a ser 1a causante de 1a§ dos terceras partes
de todas 1las muertes prcducidas en los paises occidentales
( World Health stat.Q.,1990 ). En los paises mediterraneos dueé
tradicionalmente presentaban l1as mas bajas tasas de morbilidad
debida a las enfermedades cardiovasculares, sin embargo en los
paises occidentales, en los ultimos afios se han elevado las tasas
de morbilidad ¥ mortalidad debida a estas enfermedades, dicho
aumento también ha afectado a nuestro pais | Encuesta de

Morbilidad Hospitalaria T N.8.,1987 ) &

Los tres factores de riesgos principales que
predisponen para el padecimiento de estas enfermedades son: 1la
hiperlipemia, la hipertensibn y Bl tabaco | carletédn ¥ col.,

«g8T }. O5e han realizado diversos estudios que correlacionan los

niveles géricos de 1ipides ¥ la incidencia de las cardiopatias

( Uemura Y pisa,1985: Martin Y col., 1986 o observandose que

\
dentro de l1os diversos l1ipidos estudiados, si la hiperlipemia es
el

considerado como el factor de riesgo que mas influye en

padecimiento de 1las enfermedades cardiovasculares, son los

niveles plasméticos de colesterol, el factor de riesgo conocido

mas importanter y se opserva una relacién entre sus valores y 1la

incidencia de 1las enfermedader cardiovasculares ( Keys 1970

pydrala 1988 ). siendo el anico factor de riesgo que puede




= L - ria g(., g A e

: . las
distintas poblaciones

y entre individuos pertenecientes

& : a una
misma comunidad ( Ball y Mann,1991a; WHO MONICA Project,1988 )

Debido a 1la alta morbilidad y mortalidad que

representan en los paises occidentales las enfermedades

cardiovasculares y que su principal factor de riesgo sea la

hiperlipemia, 1la lucha contra las enfermedades cardiovasculares

se centra en combatir los altos niveles séricos lipidicos en 1la
pocblacién en general y en particular en aquellos individuos con
mas alto riesgo de padecimiento de enfermedades cardiovasculares,
asi como la terapia del enfermo con cardiopatias se dirije hacia

el descenso de su hiperlipemia.

ua primera medida en el tratamiento de la
hiperlipemia es el usc de la dieta para combatir 1los niveles
lipidicos elevados en sangre, reduciendo en lo posible el consumo
de grasa total, grasa saturada, colesterol, azticar refinado y
sal, y aumentando el consumo de otras grasas alternativas ( grasa
poliinsaturada y 4cidos grasos monoinsaturados y de pescado ) que
previenen del padecimiento de las enfermedades cardiovasculares

( Oya,1988; Blankenhorn,1990 ).

g§i bien el tratamiento mediante dieta de la
hiperlipemia suele ser la primera medida a tomar, a menudo no es
suficiente para reducir los niveles lipidicos plasmaticos Yy @&
veces requiere una complementacién con tratamiento farmacolégico
para poder disminuir los niveles lipidicos elevados en sangre,

hasta los valores ncrmales | Helsinki Heart study 1987; European

Atherosclerosis Society Study Group,1987 ).

Durante las dos ultimas décadas lcs derivados del

acido f{brico han sido los farmacos mas usados en el tratamiento

farmacoloégico de las hiperlipemias, siendo el gemfibrozilo el

fibrato de mayor consumo en los paises norteamericands, mient.as

que el pezafibrato Y el fenofibrato son los mas utilizados en los




paises europeos ( Patsch,1990 b

P

Los fibratos se¢ han mostrado muy utiles
tratamiento de 1l hiperlipemia

en el
( ITllingworth,1988 ), tanto
administrado a los pacientes solos 6 asociados acon
otros farmacos hipo.ipemiantes |

cuando se han

L cier-Cacan y col.,1989; Todd

y Ward,1988; Goldstein, 1990 ):; pero su eficacia se ha visto

disminuida debido a los efectos secundarios gue presentan en los

paciei.“es | Brown,1987; Todd ¥y Ward,1938; Nicholls, 1988 ) que
l1levaron a la retirada del mercado del primer fibrato usado en el
tratamien.o de 1la hiperlipemia, comc @&s el clofibrato. Si
bien los fibratos de las nuevas generaciones, solamente un bajo
porcentaje ds pacientes presentan efectos securdarios, a' ser
faArmacos de reciente introduccién para el tratamiento
farmacolbégico de las hiperlipemias no es bi.n conocido aun el
efecto que pueden producir en 1~s diversas hiperlipemias
conocidas, ni los posibles efectos yue pueden producir tras un
tratamiento prolongado, incluido 1los efectos secundarios que
pueden surgir gque generalmente aparecen tras vn tratamiento

prolongado ( 'ussier-Cacan ¥ col.,1989; Vessby Y Lithell,
199C ).

Entre los efectos se! .darios que pueden presentar
jos pacientes ftras ¢ tratamiento cof los fibratos, tienen
especial interes 1O€ efactos secundarios sobre 1las fibras
musculares, €n especial de las e forman parte dcl sistema
cardiova_cular, 3 que 1los enfermos que +oman estos f4rmacos son

generalmente enfermos due padecen diversas cardiopatias. Los

1idad sobre l1os efectos secundarios

datos obtenidos €n 1a actua

producidos por estos f4y acos, ROS muestran datos a,aliticos que

pueden estar relacionados con el dafio muscular ( Haubenstock,

1984; ¢degaard,l988 )4 también Se€ han observado mialgias.,
( Monk ¥ Todd,1987; crunily,1988; pierce

rabdomiolisis y niolisis ;
~ontraccidn

y col. 1990 ) ¥ diversas alteraciones del ritmo de

cardiaco ( La Rosa,1969; McGarvey,1973: Hiller ¥ Glende,1984;

Patsch,1990 Y.




Fuesto que las alteraciones del ritmo

s ; cardiaco
sueden ser dependientes de ini i ¢ i
e la administracién de los fibratos y Yya

ue 1: ivi - racti : :
que la actividad contractil en los miocardiocitos est4a estimulada

por un aumento de la capacidad de sintesis proteica | McDermott ¥

N - i : . 3 ;
Morgan,1289 ), un aumento & disminucién en l1a sintesis proteica 6

alteracién de la composicién de las proteinas que toman parte en

g | o SRR ~ L
los procesos de contraccion celular, pueden producir una

alteracidn en 1la actividad contréactil del corazén. Por tanto, es
atil explorar la incidencia de los fibratos sobre el contenido
proteico de los filamentos intermedios ( @gesmina y vimentina ¥
que desempefian una importante funcién en la contraccién cardiaca
panteniend en una correcta disposicion espacial a las proteinas
jue forman el aparato contractil ¥ adémas colabora en la
ransmisién del 1atido a traves del tejido cardiaco ( Lazarides,

480: Thornell ¥ Eriksson,1981 ).

Lcs ensayos farmacolégicos para el estudic de la
oxicidad de estos faArmacos no se pueden realizar en humanos
jorque entrafian un elevado riesgo Yy S€ necesitan largous periodos
ce tiempo para jetectarse algunos efectos adversos { Todd ¥ Ward,
.98 ), por ello los ensayos tbxicos se han realizacdo en animales
e experimentacién mediante la administracién de dosis elevadas
de los farmacos ( Anon,1982; Stahlberg ¥ col.,1989 ). los cuales
conllevan una gran presiéon social en contra de dichons ensayos.
por ello ~reemos que los ensayos toxicolbgicos de los farmacos
realizados e€en 1os cultivos de células m‘*cardiociticas, es una
metodologia ntil para poder evaluar la citotoxicidad de 1los
fibratos Pues acortan el periodo de tiempo necesario para la
realizacién de 1la experiencia, el farmaco esta directamente en
con las células diana sobre las que pue 2N producir su

contacto

efecto téxico y se pueden reproducir‘ las condiciones

experimentales a las que S€ realizan 1los ensayos toxicolbglcos.

Trabajos recientes publicados por algunos autores

los miocardiocitos en cultivo son un buen

han mostrado como .
rar la accién de determlnados

modelo experimental para demost




fArmacos sobre estas células ( Severson ¥ Carroll,1989; Barnett y

col. :
0l.,1989; Massey y Burton,1990 ), habiéndose determinado por

metodologia bioquimica 1la influencia de los farmacos sobre la

sintesis de proteinas contractiles ( Lewis y Gonzalez,1987 ):

i 4 e
ediante electroforesis, se he observado como diferentes farmacos

interfieren la sintesis de diversas proteir contractiles

siendo la actina la mas estudiada ( Lewis y col. 1988 Y

La regulacidn de 1la sintesis de proteinas
contractiles y no contractiles es independiente en el misculo
cardiaco, con respecto a la observada en el esquelético ( Preedy
y Sugden,1989 ), por ello es interesante estudiar 1la influencia
de 1los fibratos sobre las proteinas desmina y vimentina en
miocardiociteos en cultivo, ya que otro modelo de miocitos. de

masculo liso & estriado puede que no sea valido.

Mediante nuestras experiencias, hemos puesto a
punto un modelo experimental de cultivo de células cardiacas las
cuales son expuestas a 1a accibén de diversos farmacos,
explorandose posteriormente a nivel subcelular 1a accién de 1los
ci*-ados farmacos sobre 1la desmina Y vimentina celular. La
experimentacibn en este modelo de cultivo miocardiocitico ofrece
l1a ventaja de poder observar ¥y cuantificar cémo influyen los

farmacos en 1a sintesis Y el contenido proteico tanto a nivel

citoplasmatico como citoesquelético.

Nuestras experiencias de ensayos de f4rmacos las

realizamos con células miocardiocitifas embrionarias procedentes

de embriones del estadio ¥XIX H.H. del desarrollo embrionario del

ya que Como hemos observado en nuestras experienclas es el
datos que

pollo,
adecuado para el cultivo de estas células,
( Cavanaugh,1955:

estadio
con los obtenidos PpoOr otros autores
akis,1963; De Baan,1967 ), en este estadio las
eristicas de las células

concuerdan

Lehmkuhl ¥ sperel

células han perdido propiedades caract
1as adultas ( Kinsella Y

embrionarias asemejandose mas &
estadio del desarrollo

Fitzha:ris,l982 ) 4 siendo €l altimo




embri i 3 S
rionario en el que se observan coexpresidén de

ik ‘ : ‘ desmina ¥
ntina por técnicas inmunohistoguimicas ( Velez y col., 1990

)

y la concentracién proteica tctal del cultivo se mantiene en

valo imi ' i
res similares durante la primera semana, periodo de tiempo en

el : 1 ' '
cual se desarrollan las experienclas de citotoxicidad

farmacolbégica.

Otros autores desarrollan sus experiencias de
ensayos de farmacos con cultivos de miocardiocitos procedentes
de embriones de siete dias de incubacién que presentan una edad
embrionaria similar a la que nosotros utilizamos ( Lewis ¥
¢ol. 1983 ), nanteniendo en contacto l1os faArmacos con las células
en cultivo durante un periodo de 24 horas ( Lewis ¥ col.,19388 ),
similar al que nosotros empleamos para la dosis terapéutica ¥
téxica, si bien nosotros empleamos un nuevo control para la dosis
terapéutica a las 6 horas de contacto del farmaco con 1las

células.

La sintesis de la proteinas que forman el aparato

contractil y el citoesqueleto de las células miocéArdicas, puede

ser modificada in vitro " al someter a las células en cultivo a

la accién de determinados farmacos Lewis ¥ col.,1988 ), cuando
observamos la incidencia de estos farmacos sobre los yvalores de

concentracion proteica obtenidas en los homogenados observamos en

general un descenso de la concentracién proteica con respecto ail
control, salvo en el caso de tratamiento de los cultivos con

pezafibrato a dosis terapéutica durante 6 horas ( Tabla XXXII )

6 tratamiento con dosis tbxica de este farmaco | Tabla XXXVIII ).,

pero las diferencias son escasas Y no significativas como

observamos cuando realizamos el estudio estadistico de 1los

datos . En otras experiencias realizadas con estos farmacos con

i i i 'ge observa un
modelos " 1n vivo en hepatocitos de rata, .S

incremento del contenido
jdo proteico de los hepatocitos en 1la

proteico total en las células,

incrementandose este conten
n con todos 10s fibratos utilizados ( Stahlberg ¥

misma proporcié .
obtenidos €d

col. 1989 ) estos resultados difieren con los




nuest experienci
ra experiencila, en el cual existen diferencias

significativas en el descenso de la concentracién proteica en el

homogenado al ser tratadas las células con uno u otro farmaco

El descenso en 1las concentraciones proteicas del

homogenado a los 6 horas de tratamiento con dosis terapéutica es

del 19% para el fenofibrato ¥ del 23% para el gemfibrozilo; a

las 24 horas de tratamiento con dosis terapéutica, 1los valores
del descenso en el fenofibrato .on similares a los obtenidos a
las 6 horas, en cambio 1los valores de los tratados con
gemfibrozilo se han recuperado levemente siendo su disminucidén
con respecto al control sbélo del 11%, mientras que los valores de
Los tratadoc con bezafibrato manifiestan un descenso del 23% con
respecto al control. Cuando las células son tratadas con dosis
téxica, si bien el bezafibrato manifiesta valores cercanos al
control, se observa un gran descenso en 1la concentracién
proteica cuando 1las células han sido tratados con fenofibrato
{30 & ¥ mas aun cuandc el tratamiento se ha _realizado con

gemfibrozilo { 66 % ).

En 1lo referente a 1os valores de concentraciéon en
1a fraccién citoplasméatica celular, 1los valores obtenidos al
tratar las células con los diversos fipbratos a dosis terapéutica
son similares a los observados en el control; mientras que en las
experiencias realizadas con dosis toéxica de 10s féarmacos, éen
todos los casoS se manifiesta un descenso de la concentracién
proteica con respecto al control, giendo el descenso del 20% para
1as tratadas con pezafibrato, del 56% en el caso del fenofibrato

y alcanza valores del 84% e€n el ecaso de los cultivos

miocardiociticos tratados con gemfibr021lo.

proteica del citoesqueleto,

1 controcl en la

La concentracién

solo 4 inuye significativemente con respecto @
n dosis terapéutica durante 6 horas en el

experieucia realizada c© .
i i i i : %, cuando

caso de tratamiento con gemflbr021lo que disminuve un 23

de 24 horas ge observa un incrementc con

el tratamiento es




respecto al control al tratarse con gemfibrozilo del 8%

it ‘ del 17%
g ratarse con fenofibrato y un descenso del 20% al tratarse con

bezafibrato. C :
. Cuando tratamos las células en cultivo con una dosis

toéxic T :
xica de los fArmacos, se observa una disminucién con el

gemfibrozilo y fenofibrato del 15 y 17% respectivamente, mientras
que cuando las ceélulas son tratadas con bezafibrato se observa un

incremento del 55% con respecto a los cultivos controles.

Cuando observamos nuestros resultados de la
influencia de los farmacos en el contenido de las células en las
proteinas constituyentes de los filamentos intermedios ( desmina
y vimentina ) en las diferentes fracciones subcelulares, al cabo
de 6 horas de tratamiento observamos que la desmina
citoplasmatica se encuentra incrementada en todos los cultivos
tratados con féarmacos con respecto al control, aunque este
incremento es ligero para el fenofibrato Y gemfibrdzilo,
representa un aumento del 24% con respecto a la masa total de
cultivo en e’ control para el bezafibrate; en cambio cuando el
tratamiento con la dosis terapéutica se ha prolongado durante 24
horas, sSe observan valores cercanos al control en el caso de las
células tratadas con bezafibrato, ¥ valores inferiores en un 6%
para el gemfibrozilo y un 13% para el fenofibrato con respecto al
total de la masa celular del control. Como en el caso de 1las
concentraciones proteicas, l1as cantidades de desmina en las
células en cultivo se ven alteradas sensiblemente al ser tratadas
1as células con una dosis téxica de estos farmacos ( Tabla XL ).
siendo de nuevo el gemiibrozilo el que mas efecto manifiesta en
la desmina citoplasmatica, produciendo un descenso Gal 94%, ¥ 85

pezafibrato el Qque mMenos efecto produce, aungue produce un

descenso del 45%.

La vimentina citoplasmética cuando las células son

das con los farmacos a una dosis terapéutica, 910 se observa

de tratamiento durante © horas con

trata

muy alterada galvo en el caso

fenofibrato Y gemfibrozilo en que el contenido de la masa celular

en cultivo desciende un 13% y un 15% reepectivamente, Yy cuando el




tratamientc 3 ibr
miento con fenofibrato se prolonga durante 24 horas en

que
se observa un descenso del 18%

Como en el caso de la desmina

cito At i 5%
plasmatica, con la dosis toxilca se produce un descenso del

contenido proteico de vimentina citoplasmatica

sobre todo en le
caso de tratamiento con fenofibrato {( desciende un 40% ) Y

gemfibrozilo con un descenso del 79% con respecto al contenido de

vimentina citoplasméatica de 1a masa celular en cultivo del

control.

Los valores de desmina citoesqueletales se
observan incrementados cuando tratamos las células con los
farmacos, detectandose el mayor incremento en el contenido
proteico de la masa en cultivo con el fenotibrato ¥ pezafibratc a
1as 6 horas de tratamiento, con un incremento maximo del 109%
para el fenofibrato un 92% para el bezafibrato Y el incremento
minimo con respecto al control se observa con el gemfibrozilo
i 41N 1} cuando el tratamiento ha durado 24 horas, S€ observan
valores cercanos al control para el bezafibrato y un incremento
cercano del 19% para el fenofibrato Y gemfibrozilo. cuando el
tratamiento S& realiza con dosis toxica se observa un jncremento
en todos 1lo8 cultivos tratados con farmacos, siendo el incremento
menor para el fenofibrato ¥ gemfibrozilo ( 126% Y 144% ) y el

mayor el observado cuando las células Se€ tratan con pezafibrato

( 312% ).

,a vimentina citoesqueletal se mantiene en valores
similares a los controles para 1as células tratadas con

pezafibrato ¥ fenofibrato @ dosis terapéutica durante 6 horas,

mientras Qque€ desciende un 30% en las tratadas con gemfibrozilo;

cuando el tratamiento S€ ha prolongado durante 24 horas las

cantidades de vimentina de células tratadas con fArmacos han

descendido con respecto @& los controles en todos 1los casos,

para el pezafibrato ( 35% ) ¥ valores

siendo el descenso mayor
cuando el

cercanos al 20% para el fenofibrato ¥ gemfibrozilo.

ado con dosis téxica SE observa un

tratamiento se ha reallz ' '
celular en yimentina

jncremento generalizado del contenidc




~itoe elet sie '
¢ esqueletal, siendo el incremento del 34% para el

gemfibrozilio, del ¢4% para el fenofibrato y del 298% para el

bezafibrato.

En nuestros resultados hemos observado que todos

los fArmacos utilizados alteran de una u otra forma la

composicidn proteica de los miocardiociotos en cultivo, este
hecho podria afectar a la actividad contractil de estas células,
ya que como algunos autores han descrito anteriormente existe una
estrecha relacidn entre la formacién de las miofibrillas ¥ el
establecimiento de la contraccién ritmica, pudiendo alterarse la
actividad ontractil de estas células si se afectan de alguna
manera la omposicién de dichas miofibrillas { Hiruma e
Hirakow, 1985 )

De todos los fArmacos ensayados, observamos que s
el bezafibrato el gue menos afecta a la concentracién proteica de
la masa celular en cultivo, observandose significativas
modificaciones cuando se ha tratado con una dosis terapéutica
durante 24 h, que afecta fundamentalmente a su contenido proteico
en el citoesqueleto ¥ dentro de las proteinas ~itoesqueletales,
a la cantidad de vimentina que forma parte del citoesqueleto. Con
dosis toéxica aunque el contenido proteico total no se Ve
afectado, ellc es debido aull jdescenso en el contenido proteico
del citoplasma Yy unl aumento mMayor de 1las proteinas del
citoesqueleto; el descenso en el citoplasma afecta principalmente

a 1la desmina citoplasmética, mientras que &n el citoesqueleto

aumentan ambas proteinas. desmina Y vimentina ( Gonzalez ¥

col.,1991 ).

El fenofibvato en todos 1lo0s ensayos realizados
o total, siendo el

produce una disminucién del contenido protelc

N o %
descenso gimilar para l1a dosls +erapéutica 4d 6 v 24 horas Y
superior cuando la dosis administrada ha sido 1la téxica

efecto esta centrado princ1palmente

( Gonzalez Y col.,1991 y. E1l
afectando

en el contenido éen la fracciobn citoplasmatica.




principalmente a la desmina citoplasmatica

aungue también afecta
vimentina en el citoplasma. En cambio el
descenso gque se observa

al contenido de 1i
igero

en la fraccién citoesqueletal tras el

tratamiento con dosis téxica,, parece ser debido al descenso de

otras proteinas citoesqueletales, ya gque tanto la desmina como
, ,

la vimentina aumenta su contenido en el citoesqueleto al ser

tratados con dosis toéxica de fenofibrato:; aunque cuando el

tr: ie e & &g

ratamiento es con dosis terapéutica durante 24 horas, si bien
el contenido total de proteinas del citoesqueletc aumenta, este
aumento también se produce en la desmina citoesqueletal, pero el

contenido d simentina en el citoesqueleto disminuye.

Bl g brozile es el fibrato de los ensayados que mas
afecta al contenido proteico celular, siendo este descenso el
mayor de los observados en los tres f4rmacos cuando el ensayo se
ha realizado con dosis terapéutica a 6 horas ¥ para €l ensayo con
dosis téxica del farmaco ( Gonzélez Yy ¢0l.,1991 ). E1 descenso
producido en el contenido proteico total con dosis terapéutica a
6 horas, afecta principalmente al contenido en proteinas del
citoesqueleto, Pero cuando el ensayo se€ ha realizado con dosis
tébxica el efecto de descenso del contenido proteico total
mucho mayor Y casi en una gran parte esta localizado en
contenido proteico citoplasmatico. E1 efecto de la dosis
terapéutica durante 6 horas se centra en un descenso de 1la
vimentina citoesqueletal, que también disminuye ligeramente en el
citoplasma, Ppero sin embargo SE€ produce un gran aumento del
contenido de 1la desmina del ~itoesqueleto. Con 1a dosis téxica el
descenso del contenido proteico citoplasméatico afecta tanto a la
desmina. somo a la vimentina, mientras que el ligero descenso en
citoesqueletal depe afectar a otras proteinas

la fraccidn

componentes del citoesqueleto, Y& que tanto 1a vimentina ¥ sobre

todo la desmina citoesqueletal aumentan sus valores al tratarlos

con esta dosis tobéxica de gemfibr021lo.

Por los resultados obtenidos en nuestras

, : g s wl
eVperienrias pensanos, dUe siendo los filamentos intermedio




u T % 1@ : g i
punto de anclaje de las proteinas mas activas de la

; ' contraccién
cardiaca ( Lazarides,1980;

Thornell y Eriksson,1981),

Tl . al verse
I ificado su contenido a nivel citoplasmatico y citoesqueleético

influye de alguna manera en la contraccién cardiaca. pudiendo

~ a ~ P -
relacionarse estas alteraciones proteicas con 1los efectos

secundarios detectados en pacientes sometidos al tratamiento con

estos farmacos, que afectan al ritmo cardiaco y a 1la integridad
de la célula muscular ( La Rosa,1969; McGarvey,1973; Chung,1975;
Huller y Glende;1984; Brown Yy ccl.,1986; Monk y Todd,1987 ). El
hecho de gue en nuestros resultados el gemfibrozilo sea el que
mas modifique al contenido de filamentos intermedios celular ¥y
entre estas proteinas afecte fuertemente al contenido de desmina,
proteina caracteristica de los filamentos intermedios de las
células musculares, concuerda con los ultimos datos obtenidos
sobre el efecto secundario producido por este farmaco, sobre todo
en asociacidn con un nuevo hipolipemiante de reciente
introduccién en la terapia hipolipeniante como es la lovastatina
( Henwood Y Hael, 1988 1;: Los enfermos tratados con este
tratamiento conjunto de farmacos hipolipemiantes ( gemfibrozilo
y lovastatina ), manifiestan un aumento de los efectos
secundarios centrados en un aumento de diversas mj.opatias y de
rabdomiolisis Grundy,1988; Labreche,1988 ] Yy en algunos
enfermos se han detectado en los datos de laboratorio, aumento en
los niveles plasmaticos de ciertas enzimas relacionadas con la
herida cardiaca ( Vvan Lente Y Cornell,1990; Pierce ¥ col.,1990 ).
Debido a 1los efectos adversos observados en los tratados con
administracién conjunta de gemfibrozilo y lovastatina, hacen que
algunos autores sugieran 1la supresién de la administracién

conjunta de estos farmacos ( Goldstein, 1990 ]«

E1l hecho de que los farmacos hipolipemiantes hayan

sido permitidos como terapia hipolipemiante hace solo escasos

afios hace gque sea necesario un extenso estudio de 1a posible
a r

toxicidad de estos farmacos sobre todo porque existen efectos

jeid , 3 ccen @ argo

secundarios de lenta aparicion, los cuales aparecen a lo larg

: ] - iem os. Con
del tratamiento durante periodos de tiempo prolongad\




nuestros trabajos, hemos pnretendido acercarnos al estudio de los

yaos1b 3 =] A g e ari 3 -3 b i i
posible efectos secundarios de estos farmacos hipolipemiantes

sobre los filamentos intermedios,

proteinas fundamentales para
que la célula manifieste una correcta actividad contréctil.

Este modelo experimental utilizadoe en nuestras
experiencias para los ensayos de los farmacos, pudiera extenderse
a los cultivos de miocardiocitos humanos siempre que se
dispusiera de una buena fuente de tejido cardiaco humano que nos
permitiera la obtencién del namero adecuado de ceélulas viables
para 1la realizacibédn de los ensayos toxicoldégicos con farmacos.
Finalment: ~cemos gue nuestras experiencias con los cultivos de
células cardicas y 1los farmacos hipolipemiantes, se pueden
extender a otros tipos de farmacos Y de células en cultivo,
simplemente con adaptar las condiciones de cultivo a las

caracteristicas de cada célula y buscar el marcador de toxicidad

celular significativo para cada grupo de farmacos.
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CONCLUSIONES

El DMEM suplementado con suero fetal de ternera, transferrina

humana e insulina ha resultado ser, el medio de cultivo

mas adecuado para los objetivos de nuestro trabajo.

E. estadio XXIX H.H. es el estadio éptimo para el cultivo de

larga duracién de los miocardiocitos embricnarios de pollo.

snseguido optimizar, tanto el aislamiento como el

cnltivo para poder obtener miocardiocitos humanos en

-

srga duracién ( 56 dias ).

La desmina y la vimentina siguen un proceso dife.ente en
cuanto a compartimentalizacién subczlular durante el gproceso

del desarrollo cardiaco.

La desmina se incrementa a 1o large del desarrollo cardiaco
con un adecuado grado de significacién estadistica, mientras
que la vimentina se expresa de una forma inversa al

desarrollo cardiaco.

La expresién de vimentina puede ser un marcador de la
adaptacidn de 1los miocardiocitos & 1as condiciones de
cultivo, mientras Qque la desmina es un marcador altamente

fiable de la pchlacién miocardiocitica.

Los miocardiocitos humanos alcanzan su maxima expresion de

desmina en el dia 7 de cultivo, mientras que los embrionarlos

ean las primeras 24 horas.

v 3 i ferente € : células
El1 dia 5 del cultivo €5 diferente en las

] ' =1 las 1tas ( 14 dias ¥
embrionarias | d1¢ y en las adu




Q." L\ S flbtli‘*

la composicién proteica de los
miocardioci 7 O o cual podria estar relacicnado
secundarios scbre el sistema

con los efectos

cardiovascular
observados algunos pacientes.

El modelo e=xperimental utilizado para los ensayos de
toxicidad de

nos peraite evaluar la toxicidad
diana.

los faArmacos,

de ellos sobre las ceélulas
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