APENDICE A

ESTUDIO PILOTO

A.1 OBJETIVO DEL ESTUDIO PILOTO.

Definir los tiempos de Incubacidn y las concentraciones de la
peroxisomicina A1 (PA1) utilizadas en el cultivo de érgano del trabajo de
investigacion denominado “Efecto de la Peroxisomicina A1 sobre la autofagia de
peroxisomas en el higado de Macaca fascicufans en un modelo in vitro®.

A.2 ESTRATEGIA EXPERIMENTAL.

Para la esitrategia de trabajo en el estudio piloto se utilizé el modelo
experimental del cultivo de érgano de higado de Macaca fascicufaris, incubado en
presencia y ausencia de peroxisomicina A1.

La disolucién de fa toxina peroxisomicing A1 (PA1), se efectué inmediatamente
antes de su utilizacién, con etanof abso/uto; la concentracion final del etanol en el
medio nutriente fue de 0.1% (vA). PA1 se almacend siempre a -20 °C, protegida de Ia
(uz y la humedad.

En las figuras 28 y 29 se muestran los diagramas que representan |a estrategia
expenmental del estudio piloto.
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Figura 28. Resumen de la estrategia experimental del estudio piloto; puntos mas relevantes. Microscopia
electronica de transmision (MET) y microscopia de luz (ML).

En la figura 29, se presenta el analisis morfométrico por microscopia de luz;
detalles de estas técnicas se encuentran en el capitulo de materiales y metodos.
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Figura 29. Analisis morfométrico por microscopia de luz (ML) como parte fundamental de la estrategia
experimental del estudio piloto.

A.2.1 Estandarizacién del cultivo de érgano.

Para la estandarizacién del cultivo de érgano, se analiz6 el efecto que tiene el
proceso de congelacion y descongelacion sobre el mantenimiento del higado en
cultivo (en ausencia de peroxisomicina A1) y se concluyé que en los cultivos
provenientes de higado congelado-descongelado, ain en presencia del DMSO como
crioprotector, la histologia del higado de Macaca fascicularis no se conserva, por lo
que en el estudio piloto y en los experimentos posteriores se efectuaron los cultivos de
érgano con el higado sin congelar. Ademas, se prepararon cultivos de érgano control
carentes de peroxisomicina A1 pero con etanol al 0.1 % (v/v), que fue la concentracién
de disolucion para la toxina. Se probaron varios medios nutrientes (MEM, Dulbecco y
L-15), suplementos y cantidad de explantes de higado por placa de cultivo. Después
de analizar los parametros anteriores, se establecio la técnica para el cultivo de érgano
que se describe en la seccion 2.4.3 del capitulo de materiales y metodos.

Las caracteristicas y condiciones del cultivo de 6rgano del estudio piloto se
muestran en la tabla .
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TABLAIIL,

CULTIVO DE ORGANGC EN EL ESTUDIO PILOTO: CARACTERISTICAS Y CONDICIONES
ESPECIFICAS EMPLEADAS PARA EL HIGADO DEL MONO MACACA FASCICULARIS.

Monos incubacidn a 37°C Concentracién * Total Tiempos
M.fasg, | (45 - 50 explantes de platos de .
higado de 1mm de grosor, dicultiva { incubacién
por plato, con medio L-15y
adiciones)
Estudio 1 S/ peroxisomicina A1 (PA1) 0.0 ug/ml 280 05 1-8,12,
piloto C/ peroxsomicina A1 2.5 pg/ml 230 16,24, 48,y
5.0 pg/ml 280 |72 horas
10.0 pg/ml 280 | (paratodas las
200 ngh'l'i 280 concs. de PA1,
al control y el
C/ glucagon (ver viabilidad 0.1 uM 140 |incubado con
del cultivo en seccidn 2.4.4 ’ glucagon)
dal capitulo de materiales y
metodos)

' Como ya se indicd, la peroxisomicina A1 se disolvié en etanol abscluto, los inhibidores de la via
autofagica-lisosomal (metilamina, 3-metiladenina y DL-asparagina) se disolvieron en solucion de
Hanks, y sa tomaron los volumenes adecuados de las soluciones de la toxina para obtener las
concantraciches findles requendas en ol medio de cultivo (L-15 con adiciones).

® La recolecta de ks explantes se efectud “af azar” después de los tiempas indicados en la tabla, ¢on la
ayuda de unas pinzas finas para no dafiar al tejido, ® inmediatamente se colocaron algunos en el
fijador, (glutaraldehido a la concentracién indicada més adelante) para los andlisis morfométricos y de
viabiidad. Otros explantes para los astudios bioquimicos y de viabilidad, ge recolectaron y se lavaron 3
vaces con solucitn sabing esténl (cloruro de sodio al 0.9% (pAv)). En el 0limo lavado se suplements la
solucién salina con dimetiisulfdxido al 10% (viv), @ inmediatamente fueron ¢ongelados los explantes a
-20°C, y descongelados hasta el momento que se requirieron,

A3 RESULTADOS

Previo a los experimentos disefiados para probar la hipétesis de trabajo y de
acuerdo a los objetivos, como ya se indicd se efectud un estudio piloto para poder
definir las concentraciones y los tiempos de incubacion con PA1 en nuestro sistema de
cultivo de érgano. Los tiempos de recolecta del estudio piloto fueron; 0.5,1a 8, 12,
16, 24 y 72 horas. Tanto para el estudio piloto como para todos los experimentos
subsecuentes se analizd la integridad marfoldgica y funcional del higado y la viabilidad
de los explantes de higado en el cultive de érgano.
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A.3.1 Integridad morfoldgica y funcional del higado.

Con el fin de evaluar la integridad morfolégica y funcional del higado, del
numero total de monos Macaca fascicularis que se procesaron para cada uno de los
cultivos de drgano, se realizaron anélisis morfolégico con microscopla de fuz (ML), y
analisis bioquimico.

A.3.1.1 Andlisis morfolégico con microscopia de luz (ML).

Los cortes histolégicos del higado tefiidos con HE (figura 30 A), mostraron la
histologia normal del érgano, en donde se aprecid la arquitectura poliédrica de los
hepatocitos con sus nucleos bien definidos, la formacion de los tabiques hepaticos y la
presencia de sinusoides. El citoplasma de los hepatocitos presentd escasos depositos
de grasa, los cuales se observan como pequefias gotas de lipidos tefiidas con el
colorante rojo oleose (figura 30 B) y ademas sin contenido de glucdgeno (figura 30 C),
ya que la presencia de este carbohidrato con la reaccidn de PAS, se manifiesta como
un depésito color magenta.

A.3.1.2 Anélisis bloquimico.

En la tabla IV se muestra la actividad especifica de TAT en el higado previo al
cultivo, valor que se tomd coma referencia para la actividad de la enzima en el cultivo
de drgano y la respuesta a glucagon (ver méas adelante en viabilidad del cultivo de
érgano).

TABLA IV,

ACTIVIDAD ESPECIFICA (U/mg PROTEINA) DE TAT EN EL
HIGADO DE MACACA FASCICULARIS" PREVIO AL

GULTIVO DE ORGANO.,
Horas Cultivo Uimg Prot.  Desviacion estandar
0 0.109 £ 0.013

Actvidad especifica de TAT sn ol homogenizado hepatico. El valor
representa la media de la actividad de los custro monos totales
empleados.



Figura 30. Higado de Macaca fascicularis, en el tiempo cero.
A: Tincion de hematoxilina y eosina (HE). Nucleo del hepatocito
(T).50 X. B: Tincién del rojo oleoso O. Depésito de grasa ( T).
50 X. C: Reaccion del acido peryodico de Schiff (PAS). Nucleo del
hepatocito ( T ). 31 X. Microscopia de luz, campo claro.
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A.3.2 Viabilidad de los explantes de higado de los cultivo de drgano, del estudio
piloto.

Para evaluar la viabilidad de [os explantes del higado en el cuitivo de érgano, se
realizaron anélisis morfolégico con microscopla de luz, y analisis bioquimico: induccion
de la actividad de la enzima tirosing aminotransferasa (TAT) y liberacidn de lactato
deshidrogenasa (LDH) al medio de cultivo. El cultivo de érgano fue preparado segin
las condiciones que se muestran en la tabla lil,

A.3.2.1 Analisis morfolégico con microscopia de luz (ML).

Cuando se analizaron al microscopio de luz, cortes semifinos de explantes de
higado de Macaca fascicuians incubados hasta las 24 horas sin PA1, procesados para
la reaccidn citoquimica de catalasa, se observé que la mayorla de los hepatocitos
carecian de nlcieo, con ei citoplasma un poco extraido y en algunas de las células no
se les distinguié bien el limite celular, por lo que la histologia normal del higado se
perdié. La positividad a la reaccidn de catalasa, se encontrd distribuida uniformente, en
todo el citoplasma de los hepatocitos. Estos cambios se presentaron gradualimente con
el tiempo, inicidndose ellog aproximadamente a partir de las § horas de cultivo, de
forma tal que, para las 72 horas, el deterioro morfoldgico fue ain mayor que para las
24 horas. Lo anterior se demostrd tanto para los explantes incubados en L-15 como en
los medios Dulbecco y MEM.

A.3.2.2 Anilisls bioguimico.

A3.2.2.1 Induccién de la actividad de tirosina aminotransferasa

(TAT).

La actividad de TAT fue inducida por accién de glucagon en los explantes de
higado incubados hasta las 8 horas de cultivo, aunque el maximo efecto inductivo fue
a las 8 horas. En los tiempos posteriores de cultivo analizados, no se encontro
induccién de la actividad de TAT, en relacién a su control (sin glucagon). Por otro lado,
no se presentd ningun efecto de la PA1 sobre la actividad de TAT, a cuaiquier
concentracién de PA1 y tiempos de cultivo (tabla V).
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VIABILIDAD DEL HIGADQ EN EL CULTIVO DE ORGANO. EFECTO DE GLUCAGON Y
DE PA1 SOBRE LA ACTIVIDAD ESPECIFICA DE TIROSINA AMINOTRANSFERASA
(TAT) A DIFERENTES TIEMPOS DE CULTIVO *,

ACTIVIDAD ESPECIFICA DE TAT {(U/mg Proteina.} + DESVIACION ESTANDAR
Horas Concentracién de Peroxisomicina A1 (PA1)
Cultivo
S/Glucagon | C/Glucagon | 2.5 pg/mi 5 pg/mi 10 ugfml 20 pg/mi
S/PA1 SiPA1
05 0083+0021 | 01540017 | 00880021 | 0.095+0013 | 0.115+£0020 | 0.101 £9.015
1 0089+0015 | 026540056 | 0091+0.013 | 0090:0.012 | 0.082+0.010 | 0.0911+0.018
2 01270014 | 035320039 | 012320015 | 0.118£0.010 | 0.125+0.012 [ 0.126 £+ 0.018
3 01360022 | 04150063 | 0118:0.024 | 013020022 | 0.133:0.018 | 0.137£0.025
4 0130+0018 | 0515+0049 | 012740016 | 0.125:0.027 | 0.119:0023 | 0.11810.018
5 01240011 | 05450037 | 01220018 | 01181 0.016 | 0.125+0.014 | 0.121£0.020
[ 0126+0018 | 06730058 | 011520011 | 012420018 | 0.120+0.013 | 0.098+0.017
7 0117£0026 | 05730060 | 012120018 | 0.119+0.014 | D117 +0.013 | 0.120:0.093
] 012520014 | 0201003 | 00990023 | 012710013 | 0.118: 0016 [ 0.124£0.014
12 [ 011920012 | 01481:0022 | 0.089:0.019 | 0.039+ 0.015 | 0120+0.027 |0.113+0.016
16 | 01020013 | 01300019 | 0.098+0.017 | 0088+0.021 | 0.105:0.019 [ 0.111 0012
24 | 011220017 | 018720021 | 0.106+0.020 | 0.107+0011 | 0.09520.018 [0.099£0.011
48 00970019 | 01090015 | 0.099£0013 | 010540016 | 012110020 | 0.100+0.019
72 | 0096:0025 | 01120011 | 010120021 | 0.096+0.018 | 0098+0.014 [0.1021 D.00

' La actdad de TAT se ensayd por quintuplicado, en &l homogenizado proveniente de los explantes

de 2 platos de cultivo, & cada uno de los tiempos da incubacidon indicados. Los valores de cada
columna reprasentan la media del total de platos de cultive £ desviacion estandar: para los controles y
tratados con PA1 (2.5, §, 10 y 20 ug/ml} son 20 platos de cultivo, y para &l incubade con glucagon
{D.1 uM) son 10. S/ = sin, C/ = con.

A.3.2.2,2 Liberacién de lactato deshidrogenasa (LDH).

La tabla VI muestra la liberacion de LDH al medio de cultivo a diferentes
concentraciones y tiempos de incubacion con PA1. En el cultivo control (sin PA1) se
detectd una liberacién de LDH menor del 20% hasta las 7 horas de cultive, pero en
tiempos posteriores a ésta, se observd un incremento en este porcentaje. Ademas,
por efecto de PA1, la liberacién de LDH aumenté por arriba del 20%, lo cual fue
dependiente del tiempo de incubacidn y la concentracion de PA1.
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TABLA VL.

VIABILIDAD DEL HIGADO EN EL CULTIVO DE ORGANO. LIBERACION DE LDH AL
MEDIO DE CULTIVO EN PRESENCIA Y AUSENCIA DE PA1 A LOS DIFERENTES

TIEMPOS DE CULTIVO *.
ACTIVIDAD DE LDH (U totales), % DE LIBERACION + DESVIACION ESTANDAR |
Horas Concentracién de Peroxisomicina A1 {(PA1)
Cultivo
Control 2.5 ug/mi 5§ pg/ml 10 ug/mi 20 pg/ml
Sin PA1

0.5 828104 10361128 9.38 + 0.89 1171 £2.11 1234+£1.29
1 84410869 1187099 1246 £ 1.01 12.20 + 3.06 10.37 £1.35

2 5851108 7921085 8461 1.07 10.56 £+ 0.73 B.94 + 1,99

3 200092 1080 £ 097 .03 10.59 7.57+0.38 8561183

4 7931182 93M+188 497 :0.80 563+ 0.31 8.11 1 0.67

5 8511122 4961052 8.88+0.93 17.35£ 1.50 1536+ 1.12
6 1608 + 205 1260 £202 14.53 £ 1.54 19.12 £ 1.83 29961134
7 18111283 2715201 3315297 3766+ 3.45 29.45£3.08
8 2696174 32051293 19.89 t 2.56 34541256 3319+ 405
12 20914370 2897+ 265 27234305 3698 3.11 4133509
16 3872326 30 542 3 04 §9.22 +4.82 $5.36 + 4.44 70.86 £ 8.30
24 32331297 3261336 67891517 68.29 1 6.53 71234679
48 0072319 3948+ 2469 70.56£8.13 71.23+8.12 78451793
72 33501433 3¥16:3K 69.51£7.76 65.25 1 4.87 75.45+6.76

" La actvdad de LDH se snsay en el sobrenadante del medio de cuitivo, y €l porcentaje de liberacion
3@ calculd en relacidon a las U totales de los explantes de higado incubados, como fue indicado en
matenales y métodos. Los valores de cada columna representan la media de 20 platos de cultivo +
desviacidn estandar, donde e snsayo de la actividad enzimatica se realizd por quintuplicada.

A.3.3 Evaluaclién morfolégica del efecto de PA1 sobre los peroxisomas hepiticos
da Macaca fascicularis por medio de ML.

En sintesis 1a viabilidad del higado por parametros bioquimicos fue adecuada
hasta las 6 - 8 horas (tablas V y V), pero la histologia normal ds los explantes
hepdticos no se conservd hasta este tiempo. Las células (hepatocitos) se encontraron
bien preservadas s86lo hasta aproximadamente fas 4 horas en cultivo. Lo anterior se
observd tanto en los explantes incubados en medio nutriente L-15 como en los
incubados con los medios nutrientes Dulbecco y MEM. En base a estos hallazgos, los
explantes de higado se incubaron por 0.5, 1, 2 ¥ 3 horas, y se analizaron por ML para
evaluar el efecto de PA1 sobre los peroxisomas. Las concentraciones empleadas de

PA1 fueron: 2.5, 5, 10 y 20 pg/ml.
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En los explantes de higado de los cultivos control se identificaron peroxisomas
aislados por la positividad para la actividad de catalasa, con una distribucién al azar,
Por el contrario en el cultivo con PA1 se observaron adem&s de los peroxisomas
gislados, peroxisomas "agrupados en estructuras que asemejan racimos” y que estan
rodeados por un halo claro (figura 31). Debido a estos hallazgos, se llevd a cabo el
andlisis marfométrico por ML de estas dos clases de esfructuras con positividad para la
reaccidn citoquimica de catalasa (catalasa +), y posteriormente se analizaron las
muestras con el microscopio electrdnico de transmisidn (MET) para conocer su
ultraestructura (seccion A.3.6).

La imagen de la distribucién y morfologia de los peroxisomas, vista bajo el
microscopio de contraste de fases, y que fue descrita en el parrafo anterior tanto para
et cuitivo control como para el tratado con 10 pg/ml de PA1, fue muy similar para las
otras condiciones experimentales del estudio piloto, esto es, a diferentes
concentraciones y tiempos de incubacion con PA1,

A.3.4 Evaluacion morfoldgica del efecto de PA1 sobre los lisosomas hepaticos
de Macaca fascicularis con ML.

Cuando se utilizé la técnica citoquimica de fosfatasa acida, en general la marca
de positividad para esta enzima fue mas débil que la de catalasa, observandose mas
escasa, tanto para la muestra control como para las tratadas con PA1, a las diferentes
condiciones experimentales del estudio piloto. Lo anterior significa que al observarse
con el microscopio de luz, el citoplasma del hepatocito presentd poca marca de
lisosomas, sobre todo &l control, dificultdndose por lo tanto su cuantificacién exacta.

A.1.5 Analisis morfométrico por ML, del efecto de PA1 sobre los peroxisomas
hepaticos de Macaca fasclcularis .

Los resultados del estudio morfométrico con ML, por medio de la reaccion
citoquimica de catalasa, demostraron que en relacién a su muestra control, el nimero
de peroxisomas aislados disminuyd mientras que el de peroxisomas agrupados
aumenté en cada tiempo de cultivo, a todas las concentraciones de PA1 probadas,
observandose la respuesta maxima a las 2 horas de cultivo y a la concentracion de
10 pg/mil (figuras 32 y 33).

Debido a estos hallazgos del andlisis morfométrico con ML, en donde a las
2 horas de incubacién con 10 pg/mi de PA1, se observd el mayor efecto de PAT sobre
los peroxisomas tanto aislados como agrupados, se decidid emplear Unicamente esta
dosis de 10 pg/ml de PA1 y cuatro tiempos de incubacién y recolecta: 30, €0, 90 y
120 minutos, para los siguientes experimentos cuyos resultados se describen en el

capitulo 3.



Figura 31. Explantes de higado de Macaca fascicularis, incubados por 2 horas. A. Control sin
A1. Se observan en las micrografias,

Peroxisomicina A1, y B. 10 pg/ml de peroxisomicina
mmmmvo:ahmmﬂnmm.mm)ym(n Microscopia de
Contraste de fases. Inclusion en resinas epoxicas. Reaccion citoquimica de catalasa. 200 X.
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Figura 32. Efecto de varias concentraciones de peroxisomicina A1 (2.5, 5, 10 y 20 pg/ml) sobre el
niumero de peroxisomas aislados a diferentes tiempos de cultivo de los explantes del higado de
Macaca fascicularis. Los valores de cada barra representan la media + desviacion estandar de
80 campos microscopicos contados, correspondientes a 20 platos de cultivo.
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Figura 33. Efecto de varias concentraciones de peroxisomicina A1 (2.5, 5, 10 y 20 pg/ml) sobre el
numero de peroxisomas agrupados en racimos a diferentes tiempos de cultivo de los explantes del
higado de Macaca fascicularnis. Los valores de cada barra representan la media + desviacién estandar
de 80 campos microscopicos contados, correspondientes a 20 platos de cultivo.
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A.3.6 Ultraestructura de los “peroxisomas hepaticos aislados y agrupados” de
Macaca fascicularis.

Para conocer la ultraestructura de los “peroxisomas aislados y agrupados”
observados por ML (seccién A.3.3 y figura 31), se prepararon cortes finos a partir de
los mismos bloques y se analizaron por MET. Los ‘peroxisomas aislados” descritos
con ML, se observaron al MET como organelos esféricos o ligeramente elipsoides y
con una matriz muy electrodensa por la positividad a la catalasa y /os “peroxisomas
agrupados” , mostraron la imagen de vesiculas que poseen una membrana que
contienen uno o varios peroxisomas, identificados por la positividad a la reaccién de
catalasa (figura 34). El espacio existente entre la membrana y los peroxisomas es lo
que corresponde al halo claro que se describié en la imagen de ML. La morfologia de
esta vesicula descrita con el MET, corresponde a la de un autofagosoma catalasa +.

-3 £ g RN
Figura 34. Explantes de higado de Macaca fasciculans, incubados por
2 horas. A. Control. Se observa un peroxisoma (p). B. Incubado con
10 ug/ml de peroxisomicina A1. Se observa un autofagosoma.
Membrana del autofagosoma que rodea a varios peroxisomas
catalasa positivo ( T ). Microscopia electrénica de transmision.
Inclusién en resinas epoxicas. Reaccion citoquimica de catalasa.
4 400 X.



APENDICE B

TABLA 1

TINCION CON HEMATOXILINA Y EQSINA.

1. Cartes (5 um) del higado en

ol Crlostato, previa congelacién
répida con nitrégeno
liquidofisopentano a -70°C,

2. Enjuagar una vez con agua
destilada, a temperatura
ambiente.

3. Teiiir los cortes por
3 minutos, con hematoxilina de
Harris (hematoxilina 0.5% (p/v),
Sxido de mercurio 0.25% {piv),
alumhbre de potasio 10% (pfv),
en etanol al 5% {vlv) y dcido

4. Lavar ¢on agua destilada
hasta quitar ¢! exceso da
colorante.

5. Porinmersidn deshidratar en
etanol al TQ% (viv).

acético 4% (viv)).
4. Con 10 inmersiones
contratefiir los cortes con

eosina al 1% {piv) en solucién
alcohdlica.

7. Con 10 Inmersiones cada
uno, pasar los cortes en etanol

8. Montar los cortes en resina
{Entelan).

al 70% (viv), acetona y xilol.

TABLA 2

TECNICA PARA LA DETECCION DE GRASA POR LA TINCION DEL ROJO OLEOSO 0 *.

1. Cortes (5 um) del higado en

el Cricstato, previa congelacién
ripida con nitrégeno
liquida/lsopentang a -70°C.,

2. Enjuagar una vez con agua
destilada, a temperatura
ambiente,

3. Por inmersidn deshidratar en
etanol al 70% {viv).

4. Tediir los cortes dentro de
una Jarra de Koplin por
S minutos, ¢on rajo oleoso (rojo
oleoso 0 a una concentracidn
de 1 -2 g%, en etanol al 35%
(viv} y acetona 50% (viv)).
7. Contratefir con hematoxilina

3. Colocar los cortes en etanol
al 70% [viv) durante
3 - 4 minutos.

6. Lavar con agua destilada
hasta quitar el axceso de
colorants.

dae Harrls por 3 minutos.

8. Lavar con agua destilada
hasta quitar colorante.

9. Montar los cortes en glicerol

* Para los controles negativos, se siguié el mismo procedimiento perc se omitié el rojo oleoso.
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gelatina.
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TABLA 3

TECNICA PARA LA DETECCION DE GLUCOGENOC POR LA TINCION DE LA REACCION
DEL ACIDO PERYODICO DE SCHIFF (PAS) "

1. Cortes {5 um}) del 2. Enjuagar una vez

3. Tratar durante 5§ 4. Lavar con varios
higado an el Criostato, | con agua destilada, a

minutos, con acido

cambios de agua
previa congelacién temperatura ambiente. | peryédice al 0.5% {piv). destilada.
raplida con nitrégeno
llquido ! isopentanc a
-70°C.
§. Tefiir los cortes 6. Lavar al chorro de 7. Contratediir con 8. Lavar al chorro de
dentro de una jarra de agua durantse hematoxilina de Harris

agua durante

Koplin por 10 minutos. por 1 - 3 minutos. 2 minutos.

5 - 15 minutos, con al
reactivo de Schiff.

9. Deshidratar dos 10. Aclarar, colocando | 11. Montar los cortes

veces en etanol al 96% | en xilol dos veces, por | en resina {Entelan).
{viv), durante 3 minutos | 5 minutos cada une.
cada uno, y en acetona

~ par 3 minutos.

* Para los coniroles negativos, se tratd previo al paso con &cido peryddico (0.5%), con saliva por

20 minutos. Posteriormente se lavd con agua destilada por 10 minutos y se continud en paralelo desde
&l paso 3 hasta que finalizo, igual que sus respectivos problemas.

TABLA 4

METODO PARA DETERMINAR LA ACTIVIDAD DE TIROSINA AMINOTRANSFERASA *,

1. Preparar a 4°C,

2. Incubar a 37°C durante
homogenizados de los

3. Afadir 70 pl de hidréxido
10 minutos, 100 ul del

de potasio 10 N con
fragmentos o explantes de homogenizado {fuente de enzima) inmediata agitacidn.
higado, ¢con 3 o 4 voliimenes con 830 pl de la mezcla de
por g de tejido del reaccion (L-tirosina 4.217 mM,
amortiguador fosfato de a-catoglutarato 12 mM, fosfato de
potasio 50 mM pH 7.6. piridoxal 0.08 mM, en

amortiguador de fosfato de
potasio 0.12 M pH 7.8).

5. Para los cdlculos de la actividad
enzimatica, se utiliza la
absortividad molar del

p-hidroxifenilpiruvato

(9.9 cm*/umol) y se aplica la

férmula carrespondiente,

4. Después de 30 minutos 8
temperatura ambients,

determinar la absorbancia on el

espectrofotdmetro a 331 nm.

* Para los controles, en la incubacitn a 37°C, se les agregd primero el hidroxido de potasio y después la
fuente de enzima, ® inmediatamente se prosiguid igual que los problemas,



97

TABLA S

METODO PARA DETERMINAR LA ACTIVIDAD DE LACTATO DESHIDROGENASA *,

1. Preparar a 4°C, sobrenadantes (14 000 rpm,
5 - 10 minutos) de los medion de cultivo.
Ademds obtener homogenizados de los
fragmentos o explanies de higada, con

3 0 4 volimenes por g de tejido del
amortiguador Tris-HCI 81.3 mM, pH 7.2 que
contiens NaCl 203.3 mM, y centrifugar on las
mismas condiciones sefaladas arriba para
ohtensr sobrenadantes de los homogenizados.
Estos dltimoa socbrenadantes, se diluyeron para
sl snhsayo de la actividad enzimdtica.

2. Sucesivamente pipetear en la cubeta
espectrofotométrica 833 W de la solucidn de
p-NADH (0.113 mgiml diguelto en el
amortiguador de Tris-HCI, libra de inhibidores) y
agregar 70 yl de sobrenadante del medio de
cuitive o de sobrenadants el homogenizado,
tapar la cubsata y agitar dog veges por inversién.
Anotar el valor de la absobancia de "fondo*
{background) a 340 nrn cadaminuto hasta que la
lactura se estabilize. Normamente se detarmind
la absorbancia durante 3 a 4 minutos.

3. Iniclar la reaccion enzimdtica por afiadir 167 pl
de plruvato de sodio (9.76 mM disuslto en el
amortiguador de Tris-HCI), y de nueva cuenta
tapar la cubeta y agitar dos veces por inversion.
Anatar la disminucidn en la absorbancia a
340 nm cada minuto y monitorear hasta por
10 minutos, o hasta que ocurma un cambio lineal
de la absorbancia de 2 0.2.

4, Para los célculos de la actividad enzimatica,
a9 determina el cambio negative en la
ahsorbancia a partir de la adicidn del piruvato,
se utiliza la absortividad molar del NADH
(6.22 cm?*/umol) y se aplica la férmula
correspondiente,

* Para los controles negativos, la reaccién se llevo a cabo en ausencia de NADH,




TABLA 8

o8

TECNICA CITOQUIMICA PARA LA DETECCION DE LA ACTIVIDAD DE CATALASA
PEROXISOMAL *.

1. Fijar las muestras a
4°C durante
60 - 80 minutos, con
glutaraldehido 1.5%

2, Lavar 3 veces por
3 minutos cada unoy &
4°C, con amortiguador

de cacodilatos 0.1 M

3. Fragmentar las
musestras hasta un
grosor de 1 mm.

4. Incubar a 37 °C por
45 minutos, en medio
DAB {diaminobenzidina
5 mM con perdxida de

{viv) an amortiguador | pH 7.2 - 7.4 adicionado hidrégeno 0.15%) en
de cacodilatos 0.1 M con sacarosa 7.5% amartiguador de
pH 7.2 - 7.4 adicionado (piv)- glicina salina 0.1 M
con ¢lorure de calcio pH 10.5

0.05% (piv).

5. Lavar 3 veces por
5 minutos cada ung,
con amortiguador de
cacodilatos 0.1 M
pH 7.2 - 7.4 adiclonado
con sacarosa 7.5%
(pév).

6. Post fijar las
muestras a 4°C durante
83 minutos, con
tetradxido de osmio al
2% (piv) en
amortiguador de
cacodilatoa 0.1 M
pHT.2-74

7. Deshidratar las
muestras durante
5 minutos cada uno,
con etanol al 60%, 70%,
80% y 90% (viv), y tres
vaces con stanol al
100%, por 10 minutos
cada uno.

8. Colocar dos veces
en el aclarante {Gxido
de propileno al 100%)
durante 20 minutos
cada uno.

9. Colocar durante toda
la noche, sn una
mezcla 1:1 de epon
{resinas epdxicas) -
dxido de proplleno.

10. Pro inclusidn a
temperatura ambiente
durante §0 minutos,
colacando laa
muestras en moldas
para inclusién ¢conh
apon al 100%.

11. Inclusién y
polimerizacién a 60°C
durante 24 - 48 horas.

* Para los controles negalivos, se incubaron a 37°C las muestras en el medio de DAB, en ausencia del
substrato (perdxido de hidrogena),
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99

TECNICA CITOQUIMICA PARA LA DETECCION DE LA ACTIVIDAD DE FOSFATASA ACIDA
LISOSOMAL *,

1. Fljar las muestras a
4°C durante
120 minutos, con
glutaraldehido 3% (viv)
en amortiguador de
cacodilatos 0.1 M
pH7.2-7.4.

2. Lavar 3 veces por
Sminutos cadaunoya
4°C, con amortiguador

de cacodilatos 0.1 M
pH 7.2 - 7.4 adicionado

con sacarcea 7.5%
{piv). Colocar después
las muestras en ol
refrigerador por

12-24 horas, en ol

mismo amortiguador.

3. Fragmentar las
muestras hasta un
grosor de 1 mm.

4. Incubar a 37 °C por
60 minutos, en medio
Gomori
{P-glicerofosfato de
sodlo 8 mM, en
amartiguador de tris
malgato .04 M pH 5.4
adicionado con
sacarosa T.5%N (piv) ¥y
nitrato de plomo 0.13%

(phv)).

5. Lavar 2 veces por
2 minutos cada uno,
con amortiguador de
acetato de sodio 0.1 M
pH 5.4,

€. Post fijar las
muestras a 4°C durante
30 minutos, con
tetradxido de osmio
al 2% (piv) en
amortiguador de
cacodilatos 0.1 M
PHT.2-74,

7. Deghidratar lag

muestras durante
2 minutos cada una,
con acetona al 30%,
50%, y 70% {viv], con
acetona al 90% (viv)
por 5 minutos, y tres
veces con acetona al
100%, por 5 minutos

cada uno,

8. Colocar las muestras
durante toda la noche,
en unamezcla 1:1 de
epon {resinas
epdxicas) - acetona,

9. Pre Inclusidén a
temperatura ambiente
durants §0 minutos,
colocando las
musgstras en moldes
para inclusién con
epon al 100%.

10. Inclusién y
polimerizacidn a 60°C
durante 24 - 48 horas.

* Para los controles negativos (identificacién del depésito inespecifico de fosfato de plomo), se siguid el
mismo procedimiento, pero en la incubacidn a 37°C, al medio Gomori ne se le afiadié substrato
(p-glicerofosfato de sodio).
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TABLA 8

ENSAYOQ BIOQUIMICO PARA DETERMINAR LA ACTIVIDAD DE CATALASA
PEROXISOMAL *.

1. Preparar a 4°C, homogsnizados de loa
asxplantes da higado con § o T volimenes por
g de tejido del amortiguador fosfato de potasio
50 mM pH 7.4. Algunos homogenlzados se
diluyeron con ¢l mismo amortiguador para ol
snsayo de la actividad enzimitica.

2 Sucesivamente pipetear an la cubeta
espectrofotométrica 950 pl del amortiguador
foatato de potasio 50 mM pH 7.4, y agrégarle

40 pl del homogenizado, tapar la cubeta y
agitar doa veces por Inversién, Anotar el valor
de In absorbancla a 240 nm él cual
corresponde al blanco de reactivos,

3. Iniciar la reaccidon enzimitica al afadir 10 pl de
perdxido de hidrégeno (8% viv an amartiguador
fosfato de potasic 50 mM pH 7.4), de nueva cuenta
tapar la cubweta y agitar dos veces pot Inversion,
Anotar la disminuc¢ién en Ia absorbancia 4 240 nm
cada minuto y monitorear la cindtica enximética
hasta por § minutos.

4. Para los cdlculos de la aclividad enzimatica
se detsrmina la disminucion de la absorbancia
del perdxido de hidrégeno, se utiliza su
absortividad molar (0.036 cm’lp.mol} y 88 aplica
la férmula correspondients,

* Para los controles negativos, la reaccion se efectud en ausencia de peréxido de hidrdgeno. Ademas,
también se prepararon controles positivos con catalasa purificada de higado de ratédn.

TABLA S

ENSAYO BIOQUIMICO PARA DETERMINAR LA ACTIVIDAD DE TIOLASA PEROXISOMAL *.

1. Preparar a 4°C, homogenizados de los
sxplantes de higado con 6 07 volimenes por
g de te]ldo del amortiguador Tris-HCl 10 mM,
pH 7.4. Algunos homogenizados se diluyeron con
<l mismo amortiguador para o snesayo de la
actividad enzimitica.

2. Sucesivamente pipetear en la cubeta
espectrofotométrica 950 pl de la mezcla de
reaccién " (MgCly 26.18 mM, piruvate de sodio
10.47 mM, NAD" 1.047 mM,
3-hidroxiacil-CoA deshidrogenasa 10.47 ug/ml,
lactato deshidrogenasa 20.95 mM, en 900 pl de
amortiguador Tris-HCl 50 mM pH 9.0 con
50 ug/ml BSA y 50 mM KCI), agregar 35 yl del
homogenizado y 5 pl del substrato
DL-3-hidroxidecanoil-CoA éster (10 mM), tapar
la cubeta y agitar dos veces por inversidn,
Anotar el valor de la absorbancia a 303 nm
hasta un aumento miximo a los 3 a 4 minutos.
Este aumento corresponde a la actividad de
apimerasa.

3. Iniciar la reaccién enzimdtica de tiolasa al
afiadir 10 pl de CoA-SH (14.98 mM), de nusva
cusnta tapar la cubeta y agitar dos veces por
Inversién. Anotar la disminugién en la
absorbancia a 303 nm cada minuto y monitorear la
cindtica snzimética hasta por 10 minutos.

4. Para los cdlculos de la actividad enzimatica
se datermina la disminucidn de la absorbancia
del complejo de 3-cetoacildecanoll-CoA con
Mg a partir de |a adicién de la CoA-SH, se
utiliza la absortividad molar del complejo
{13.4 em¥umol) y se aplica la férmula
comespondients.

* Para los controles negativos, la reaccién se llsvo & cabo en ausencia de substrato y de CoA-SH.
En |la mezcla de reaccion se utilizaron las dos enzimas diluidas en e amortiguador Tris-HCI 10 mM

pH 7 4.
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ENSAYOQ BIOQUIMICO PARA DETERMINAR LA ACTIVIDAD DE FOSFATASA

ACIDA LISOSOMAL .

1. Preparar a 4°C, homogenizados
de los fragmantos o explantes de
higado, con € o 7 volimenas por
g de tejido dal amortiguador acetato
de sodio 0.1 M pH 5.0,

2. Incubar a 37°C durante
15 minutos, 0.9 ml del
homoganizado (fuente de enzima)

con 1.9 ml da la mezcia de

reaccién {p-glicerofosfato de
sodio 52.632 mM, Tritén X-100

0.211% viv, en amortiguador

acetato de sodio 26.32 mM

pH 5.0).

3, Afadir 0.5 ml de
écido tricloroacético
30% (pv) con
inmaecliata agitacién,

4. Contrifugar los tubos & 3000 rpm
por 15 minutos. Posteriorments, a
cada sobrenadantes determinar por

duplicado, /& concentracién de
fosfato inorgdnice por Ia técnica
de Fiske-SubbaRow.

S. Para los célculos de la actividad
snzimitica, se utilizan los valores
de |a curva patrén de fosfato
Inorgénico y se aplica la férmula
correspondients.

* Para los controles, en la incubacién a 37°C, se les agregd primero el &cido tricloroacético y despuss

la fuente de enzima, & inmediataments se procedid igual que los problemas.
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TABLA 11

TECNICA DE FISKE-SUBBAROW PARA LA DETERMINACION DE FOSFATO
INORGANICO *,

1. A 1 ml de sobrenadante (post 2. Después, afiadir 1 ml de 3. Mantener los tubos
centrifugacién a 2500 rpm) molibdato de amonio 2.5% (p/v), | 10 minutos a temperatura
agregar 1 ml de H:SO, 5N con | 0.4 ml de la solucién reductante * | ambiente y determinar la
agitacién vigorosa. y llevar con agua destilada hasta | absorbancia a 660 nm.
un volumen de 5 ml, e
inmediatamente agitar.

* Simultaneamente con los sobrenadantes control y problema, se prepard para cada experimento una
curva patron de fosfato inorganico, para lo cual se empleé una solucion de trabajo de KH:POs 1mM.
De esta solucion se tomaron los volumenes adecuados para obtener los estandares de fosfato, que
fueron desde 0.1 hasta 1 pmol y se diluyd hasta 1 ml con el amortiguador de homogenizacién a la
misma concentracién final que tienen las muestras. Después se procedié igual que para los
sobrenadantes de las muestras.

* Reactivo reductor de Fiske & Subbarow (cido 1-amino-2-naftol-4-sulfonico, sulfito de sodio y bisulfito
de sodio) de Sigma: 0.25 g del reactivo se disolvié en agua desionizada hasta un volumen de 10 mi
(solucién reductante).

CURVA PATRON DE FOSFATO
FISKE & SUBBAROW

ABSORBANCIA (660 nm)

0 02 0.4 06 08 1
CONCENTRACION (umol/ml)

Figura 35. Curva patron de fosfato inorgénico, cada punto
representa el promedio de 15 curvas patrén con su
estandar, y los puntos de cada curva resultaron del
cuatro determinaciones.

{
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TABLA 12

ENSAYO BIOQUIMICO PARA DETERMINAR LA ACTIVIDAD DE CATEPSINA D

LISOSOMAL *.

1. Preparar a 4°C, 2. Incubar a 37°C durante 40 minutos, | 3. Afadir 2.0 ml de acido
homogenizados de los 0.1 ml del homogenizado (fuente de | tricloroacético 5% (p/v)
fragmentos o explantes de enzima) con 1.9 ml de la mezcla de | con inmediata agitacién.
higado, con 6 o 7 voliamenes | reaccién (1.0 ml solucién acuosa de
por g de tejido del hemoglobina dializada 2% plv, 0.4 m|
amortiguador acetato de sodio agua desionizada, y 0.5 ml de
0.1 M pH 3.8. amortiguador acetato de sodio 0.1 M
pH 3.8).

4, Colocar los tubos en hielo
por 15 minutos y centrifugar a
3000 rpm por 15 minutos.
Posteriormente, filtrar los
sobrenadantes y a cada uno,
medirles la concentracién de
L-tirosina, por determinar la
absorbancia a 280 nm.

5. Para los calculos de la actividad
enzimatica, se utilizan los valores de
la curva patrén de L-tirosina * y se
aplica la férmula correspondiente.

* Para los controles, en la incubacion a 37°C, se les agregé primero el acido tricloroacético y después la
fuente de enzima, e inmediatamente se prosiguié igual que los problemas.
* Simultaneamente con los sobrenadantes control y problema, se preparé para cada experimento una
curva patrén de L-tirosina, para lo cual se emple6 una solucién de trabajo de L-tirosina 250 pg/ml. De
esta solucién se tomaron los volumenes adecuados para obtener los estandares de tirosina, que fueron
desde 12.5 hasta 250 pg/ml y se diluyo hasta 1 ml con el amortiguador de homogenizacion a la misma
concentracion final que tienen las muestras. Después se procedié igual que para los sobrenadantes de

las muestras.

ABSORBANCIA (280 nm)

CURVA PATRON DE L-TIROSINA

50 100 150 200 250
CONCENTRACION (ug/ml)

Figura 36. Curva patron de L-tirosina, cada punto representa el
promedio de 15 curvas patrén con su desviacién estandar, y los
puntos de cada curva resultaron del analisis de cuatro
determinaciones.
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TABLA 13

METODO DE BRADFORD PARA DETERMINAR LA CONCENTRACION DE PROTEINA *,

1. Pipetar 0.2 m| de cada 2. Mantener las soluciones 3. Para los calculos de la
muestra (con dilucién adecuada) 30 minutos a temperatura concentracion de proteina,
y afadir 1 ml del colorante de ambiente y determinar su se utilizan los valores de la

Bio-Rad (diluido 1:5 con agua absorbancia a 595 nm. curva patréon de BSAy se
desionizada: azul brillante de aplica la férmula
Coomassie G-250, dcido correspondiente.

fosférico y metanol; ensayo
estandar). Filtrar el colorante
diluido inmediatamente antes de
utilizarse.

* Simultaneamente con las muestras, se prepard para cada experimento curvas patrén de proteina, ya
sea con el amortiguador de homogenizacion de pH 7.4 o con el de pH 5.0, para lo cual se empled una
solucién de trabajo (Bio-Rad) con albGmina sérica bovina (BSA) de 1 mg/ml. De esta solucién se
tomaron los volumenes adecuados para obtener los estandares de proteina, que fueron desde
2.5 hasta 20 pg/ml y se diluyo hasta 0.2 ml con el amortiguador de homogenizacion a la misma
concentracién final que tienen las muestras. Después se procedié igual que para las muestras.

CURVA PATRON DE PROTEINAS
BRADFORD
RS 5

12

10§
08 ;'
06

04 }

02}

ABSORBANCIA (595 nm)

0_0 | - _— ]
0 5 10 15 20

CONCENTRACION ug/m|

Figura 37. Curva patrén de proteina, cada punto representa el
promedio de 20 curvas patrén con su desviacion estandar, y los
puntos de cada curva resultaron del analisis de cuatro
determinaciones.



APENDICE C
CALCULO DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA.

Los ensayos bioquimicos para determinar la actividad de todas las enzimas fueron por
métodos espectrofotométricos. En las determinaciones espectrofotométricas se emplearon
cubetas de vidrio, en el espectro visible, y cubetas de cuarzo para el ultravioleta, ambas con
1 cm de trayecta Optico.

La deduccién de la acuacidn general para la obtencion de la actividad enzimética, por
metodos espectrofotométricos, se basa en dos principios fundamentales: la definigién
interacional de unidad de actividad enzimatica y la ley de Lambent-Beer, ley que establece que
el cambio de absorbancia es directamente proporcional tanto a la absortividad molar y al cambio
de concentracién del compuesto en analisis, como al trayecto dptico del haz. Lo anterior se
expresa matematica y respectivamente ¢coma:

U=AC/t Ecuacion (1)
AA = (g} (AC) (d) Ecuacion (2)
Donde; U = Unidades de actividad enzimatica (pmol/minuto)
AC = Cambio de concentracion del substrato o producto {umol)
t = Tiempa (minuto)
AA = Cambio de absorbancia del substrato o producta

€ = Absortividad molar del substrato o producto {cm¥umol)
d = Espesor de la cubeta (distancia que recorre el haz de luz) {cm)

Al despejar AC en la ecuacidn (1) y después sustituida en la ecuacion (2) se obtiene la
ecuacién (3):

aC=(U) (t)

AA = (e} (U) (1) () Ecuacién (3)
Si se despeja U de la ecuacion {3) resulta:
U=aA](e) (t) {d)

Dado que U/ml proviena de las dimensiones de £ t d ya que:

U = umol/min
U/mi = pmol/min/mi
U= AA = A = AA (umol/min) (mi)  Porlotantola
(cm“fumol) (min) (cm)  (min/umol) (cm’) ecuacion (3) se

puede expresar

105
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por unidad de volumen (U/ml) de la siguiente forma:

UmlaaAiig)(t)(d) | Ecuacion general para el cdiculo
de la actividad enzimatica.

Esta acuaclon general, fus Ia que se empled para el cilculo de las actividades de
lactato deshidrogenasa, catalasa y tiolasa peroxisomal; para la actividad de tirosina
aminotransferasa se utilizé la misma ecuaclén pero en lugar de utllizar AA fue A
{absorbancia neta, porgue se le restd la absorbancia del control a la del problema). Ademas
para el calculo de las actividades enzimaticas se consideraron otros parametros tales como: ef
volumen total def ensayo en la mezxcia de raaccitn (ya sea an of tubo de ensaye o en Ja cubela
ds! espectrofoldmelro) y la dilucién de la enzima, tanto en la mezcla de reaccién como en Ia
muestra hiclogica, ésta (itima normaimente fue un homogenizado.

Si por definicion una unidad (U) es la transformacion o la destruccién de 1 pmol de
substrato o la formacidn de 1umol de producto por minuto durante la reaccién enzimatica, se
efectuaron para todas las enzimas, las comrecciones necesarias para expresar la actividad
enzimatica por minuto, esto es, se tomaron en cuenta los tiempos reales del ensayo para cada

enzima en particular, como lo indica la fdrmula respectiva en el capitulo de materiales y
metodos.

Por ejemplo para obtener la actividlad de lactato deshidrogenasa (LDH) se utilizé la
siguiente formula:

Umlw A Abs. (340 nm} X 1min x 4.07Tm x dilucién*

(8.22 em“/pmol) (1 cm) {min) 10 min 0.07T ml

* £=6.22 cm*/umol del NADH
10 min = Tiempo del ensayo
1.07 ml = Volumen total del ensayo en la cubeta
0.07 ml = Volumen de |a fuente de enzima en la cubeta
Dilucion de la fuente de enzima (sobrenadante del medio de cultivo u homogenizado).

De forma tal que:

Wmi= __AAbs.(340nm) _ X Amin x _1.07ml x dilucién
{6.22 cm’ min/umol) 10 min 0.07 mi

U/ml= (A Abs.) (1/6.22 pmolimin ml) x 0.1 x 15288 x dilucidn
Uimi= (A Abs.) (0.181 pmolUmin ml) x 01 x 15288 x dilucién
Uiml= (A Abs,) (0.161 U/ml}) x 0.1 x 15.286 x dilucién
Uiml = (A Abs.) (0,248 U/ml) x dilucidn
Esto es, al multiplicar &l cambio de absorbancia del NADH por el factor 0.248, se obtuvo
la actividad en U/ml de LDH en la cubeta, y su actividad en |a muestra biolégica se calculd
tomando en cuenta la dilucién previa de la enzima, ya sea en el sobrenadante del medio de

¢ultivo u homogenizado. Normalmente en el sobrenadante na se diluy® y en el homogenizado Ia
dilucién fue de 1.50 o de 1:100.

Al igual que para asts sjemplo, en el que se obtuvo un factor para el calculo de la
actividad enzimaética, se procedit para las otras enzimas.
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En ol ansayo blogquimico de la actividad de las dos enzimas lisosomales, fosfatasa
dclda y catepsina D, el chlculo de su actividad, se basd en los mismos principios da lo
que os la unidad enzimitica y Ia ley de Lambert-Beer, sin embargo en esta ocasion en lugar
de utilizar absortividad molar {g), sa emplearcn estindares de concentracidn conocida a los que
56 les determind su absorbancia y se prepararon las curvas pairdn respectivas, para
posteriormente calcular la concentracidn de los problemas aplicando la ecuacion de la recta:

YamX+b Ecuacion (4)

Donde: Y = Absorbancia del problema
X = Concentracién del problema
m = pendiente de la recta
b = intercepto con el eje Y

Por lo tanto al despejar X en la ecuacion (4) tenemos;

X=Y-b
m

Si el intercepto es cero 86 obtiene:

Xm

3 |«

Ecuacitn general para el célculo de la actividad enzimatica, para los
ensayos de fosfatasa acida y catepsina D, esto es para determinar la
concantracion del substrato © &l products de la reaction enzimatica
en curvas patrdn preparadas para tal fin,

Para calcular la pendiente de la recta se utilizé la ecuacion (5) con los datos de los
estandares de concentracion conacida, de forma tal que:

m=_Y; - Y, Ecuacion (5)
X - X,

Donde: Y; - Y, = Absorbancias del estAndar
X; - X%, = Concentraciones conocidas del estandar
Al sustituir m en la ecuacion general (ecuacion 4 despejada) se obtiene:

X=Y/!_¥Y; - Y,
X3 - X4

Esto es:

A=Y [ X, - X
Y3 = Yy

X= I (X3 xi)
(Y2 - ¥4)
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Por razones de simplicidad la formula anterior se puede expresar:

Conc. Problema = Abs. Prohlema x Conc. Estindar Ecuacion (6)
Abs. Estandar

Por lo anterior, en el capitulo de materiales y metodos en la seccién correspondiente al
calculo de la actividad de fosfatasa acida y catepsina D, la formula matematica se describié
¢OMOo s muestra amriba, aunque como ya se indicd para su obtencion de la actividad enzimatica,
primere sé determind la pendiente de cada recta para poderse apiicar fa ecuacion general y
posteriormente se corrigid an base a parametros como son el tiempo y el volumen especificos
del ensayo para cada snzima,

Por ejemplo para obtener la actividad de fosfatasa dcida lisosomal se utilizd ia
siguiente formula, que es la ecuacion (7).

U/ml = Abs. Probtema (660 nm) x Conc, Estindar x 1min x _S0ml x dilucién*
Abs. Esténdar 15 min 0.1 ml

* 0.1 =Abs del problema=Y
0.329 y 0.657 = Abs. de los estandares
0.4 y 0.8 pmoVml = Concentrackin de los estandares (ver curva patran de fosfato inorganico en
el apéndice A)

15 min = Tiempa del ensayo

5.0 ml = Volumen total para la determinacién de fosfato inorganico (Fiske-SubbaRow)
0.1 ml = Volumen de la fuente de enzima

Dilucién de la fuente de enzima (homogenizado).

De forma tal que:
Primero se calculd la pendiente (ecuacion 5) de la recta correspondiente, esto es:

0.857 - 0.329 = 0.82 mV umol
0.8 - 0.4 ymoil/mi

Después, de acuerdo a la ecuacién 4 se calculd la concentracién de fosfato en el problema

X=Y Ecuacidn general para el calculo de la actividad enzimética, en curvas patrén
m con intercepta cera

X = Conc. de fosfato en el problema=_0.4 = 0.122 umoliml
0.82 mljpmol

Por dltimo, como la ecuacion 8 se substituye en la ecuacion 7, obtenemos:

Uiml = Concentracidn de foafato en el problema x 1min x _50ml x dilucién
15 min G.1ml

Uiml= 0122 ymol/ml x 4 min x _8.0ml x dilucién
15 min 0.1 ml

U/ml=0.122 pmoliml x 0.06666 x 80 x dilucién

Uiml = 0.4068 pmol/ml x dilucién
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$1 una unidad de FAc lisosomal se definid como la produccion de 1umol de fosfato, por
1 minuto, @ 37°C, y ademas no se diluyo el hamogenizado, entonces tenemos que:

Uim! = 0.4066 Actividad de FAc

Para determinar la actividad especffica de cualquiera de las enzimas descritas, la
actividad en U/ ml se dividid entre la concentragidn de protelna {mg/ml), fo cual refleja de una
manera mas adecuada algin cambio que pudiese tener ia actividad enzimatica, dado que se
esta conociendo la proporcidn de @ enzima en cuestidén con respecto a la concentracion de
proteinas.
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