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Propésito y Método del Estudio: La Peroxisomicina A-1 es una anfracenona dimérica
aislada de las plantas del género Karwinskia. La ingesta accidental del frutio maduro de
esta planta causa lesiones neurolégicas, pulmonares, hepdaticas y renales. por lo que
se han llevado a cabo diversos estudios bioquimicos y morfoldgicos con el propdsito de
obtener informacién acerca del mecanismo de accidn. El propodsito de este frabajo es
encontrar mayor informacién sobre la lesion pulmonar inducida por Peroxisomicina A-1
en ratones cepa CD-1 y proponer un mecahismo de dano pulmonar. Se describe la
lesién pulmonar a microscopia de luz y electrénica y su comelacion con el TNFa en
suero y pulmon de ratones intoxicados.

Conclusiones y Contribuclones: la lesion pulmonar se cdracterizd por acimuio de
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demuestran que la lesion pulmonar inducida por Peroxisomicina A-1 en ratones es
reproducible, y es un modelo muy Gfil para investigar otros mediadores quimicos
involucrados en la lesién pulmonar.
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CAPITULO UNO

INTRODUCCION

El género Karwinskia es un taxdn perteneciente a la familia
Rhamnaceae, constituido por arbustos y pequeinos arboles, que incluye
15 especies cuyo hdbitat natural se extiende desde el sur de los Estados
Unidos de Ameérica a México, Centroaméricq, norte de Colombia, Cuba,
Haiti y Republica Dominicana. Segun Ferndndez Nava!, México cuenta
con 12 especies distintas, y de éstas Karwinskia humboldfiana destaca
por la mayor extension teritorial de su hdabitat. En varias especies
animales, incluyendo al humano, la ingestién de grandes cantidades del
fruto de la planta causa intoxicacién de evolucidn mortal23,

En el humano, el cuadro clinico de la intoxicacion con esta planta
se ha descrito como una pardlisis de los miembros inferiores, fiGceida,
simétrica, ascendente y progresiva que en casos graves puede causar
pardlisis bulbar y muerte. Los pacientes intoxicados presentan un cuadro
neurolégico similar al de la poliomielitis, al sindrome de Guillian-Barré ¢ a
otras poliradiculoneuritis, con las que suele confundirse4ss?, Si el
paciente sobrevive, la recuperacion es lenta pero puede ser completa.

Aunque se ha resaltado el cuadro neurolégico como el mds grave

dentro de los sintomas de la intoxicacion, se ha reportado en la literatura



que las alteraciones respiratorias son las causantes de la muerte en las
personas que ingieren el fruto madured?10.11.12, Como una explicacion a
esto, se ha propuesio que al ascender la pardlisis, puede afectar al
diafragma, ocasionando las alteraciones respiratorias descrifas que
pueden llegar a causar la muerte del paciente’©.

Carrada-Bravo!? reporté la intoxicacion de 21 nifos que presentaron
alteraciones  neurolégicas como  polimradiculoneuritis,  pardlisis
ascendente bilateral, trastornos de la deambulacidon y en los casos de
defuncién, el diagnodstico fue de insuficiencia cardiorespiratoria con

bronconeumonia terminail.

El principio téxico de esta planta se encuentra principalmente en
la semilla, a partir de la cual Dreyer y cols'4 extrajeron cuatro
antracenonas diméricas, que fueron denominadas de acuerdo a su
peso molecular como: T-496, T-514, T-516, y 1-544. Su concentracién varia
en funcién del clima, altitud, composicion quimica del terreno y grado
de humedad existente en donde crece |a planta.

Para el aislamiento y purificacion de estos compuestos Guerrero y
cols!s realizaron una modificacion al método utilizado por Dreyer y col.14
para simplificar el procedimiento de purificacion, debido a que el
método utilizado por Dreyer era extremadamente dificil.

Recientemente se han aislado compuestos de estructura guimica
similar a partir de ofras plantas del mismo género: un diasteroisémero de
la T-514 de la Karwinskia parvifolia, la T-510 de la K.affin humboldtiana, y
otro isémero de la T-514 de la K. umbellata. 1¢ Ademads del fruto, también
se ha demostrado la presencia de T-544 y T-516 en la raiz y de la T-496 en
las hojas de la K. humboldtiana, pero en concentraciones mas bajas.

Waksman y col.l7 efectuaron el andlisis quimico y toxicolégico de

compuestos purificados a partir de los frutos de diez especies de plantas



del género Karwinskia; todas las plantas se caracterizan por la presencia
de estos compuestos anfracenodnicos, sin embargo se encontraron
variaciones en el contenido de las toxinas. En el estudio toxicolégico
realizado con las toxinas purificadas, se observé que la T-544 es la
responsable del efecto neuroldgico, la T-526 produce wun cuadro
diarréico cuando se administra oralmente y la T-514 causa dano grave al
pulmén, higado y rindn. Estudios efectuados para determinar la dosis
letal media de estos compuestos demostraron que la T-514 es la mas
toxicals,

Garza y col. efectuaron estudios para comparar la citotoxicidad in
vitro de las toxinas T-514 y T-544 extraidas de K. humboldtiana, para ello
se redlizaron estudios en cultivo de células de piel y de hepatocitos. Se
demostré que la T-514 causa mayor toxicidad hepdtica que la T-544 in
vitro.'? Por otra parte se analizd la toxicidad del diasteroisémero de la T-
514 y se enconiré que la hepatotoxicidad in vifro de este compuesto es
muy similar a la de la T-51420,

La selectividad de la T-514 para el higado y el pulmén, sin daino
neurologico periférico, llevaron a la determinacién de la DLs en distintas
especies de animales, ademds de otras pruebas de toxicidad aguda. La
curva de la distribucion de la letalidad siempre mostré una forma
particularmente empinada, que habla de una variaciéon bioldgica
estrecha, lo gue permitié plantear la hipdtesis de que si hubiera toxicidad
selectiva de la T-514 entre células de origen benigno y celulas
neopldsicas malignas, por pequeia que fuerq, la T-514 podria tener un
potencial efecto antineopldasico2?!.22,

Fue asi como Pineyro y col.8 en estudios redlizados in vifro en
diferentes lineas celulares humanas demostraron que la T-514 posee
dicho efecto en células neopldsicas de pulmén, de colon, y de higado.

Tales hallozgos han sido confiimados por investigadores de las



universidades de Berlin y Freiburg {Alemania) y recientemente en el
Instituto Nacional de Cdancer (E.U.A.). Por lo anteriormente expuesto,
puede considerarse a la T-514 como un potencial fdrmaco
antineoplasico por lo que se solicité una patente para su uso, que fue
autorizada por la Comunidad Econdémica Europea?4, Estados Unidos de
Norteameérica?® y Japéné.

Debido a que se desconoce el mecanismo de accién de la T-514,
en los Ultimos anos se han llevado a cabo diversos estudios biogquimicos y
morfolégicos con el propésito de obtener informacién acerca de éste.

Sepulveda y col.?? demostraron que la T-514 tiene un efecto
selectivo e irreversible sobre los peroxisomas de levaduras metilotréficas,

por lo que se le renombréd Peroxisomicina A-1{Fig. 1)

Figura 1. Estructura quimica de la Peroxisomicina A-1



En la intoxicacidon experimental inducida en ratones con el fruto
completo o con las toxinas purificadas T-514 y T-544, se demostré que
tanto el fruto como las toxinas purificadas son marcadamente
citotéxicos y causan dario hepatopulmonar grave, En estos estudios se
establecié que la T-514 produce un efecto téxico mas marcado sobre el
higado, pulmén vy rinén que la T-544. La lesion pulmonar se caracterizd
por congestion moderada y hemorragia alveolar?s,

En la intoxicaciéon experimental con el fruto completo administrado en
rata, cobayo, hamster y pero, se reprodujo el dano hepdtico y
pulmonar. En la lesion pulmonar se reportd congestion intersticial en
todas las especies y algunos animales presentaron edema y hemorragia

masiva??,

SepuUlveda y col.® reportaron la ultraestructura del pulmén de
hdmster, cobayo, rata y mono intoxicados experimentalmente con
Peroxisomicina A-1. Se demostrd la presencia de dano a la célula
endotelial capilar, caracterizado por edema o lisis, ademas de un
acumulo de neutrdfilos polimorfonucleares (PMN) con  sighos
morfologicos de activacion, estrechamente asociados al endotelio
capilar; destruccion de la barrera alvéolo-capilar y hemorragia, lo que
permitié proponer la hipdtesis de que la intoxicaciéon con Peroxisomicina
A-1 causa un Sindrome de Insuficiencia Respiratoria del Adulto (SIRA), ya
que la imagen histopatologica es similar a la descrita como
caracteristica de este sindrome; y se propuso la participacién de ofros
factores enddgenos como mediadores del dafio pulmonar.

El Sindrome de Insuficiencia Respiratoria del Adulto (SIRA) es una
alteracion respiratoria aguda que se presenta como respuesta del

pulmén a un dano directo o indirecto de la barrera alvéolo capilar.



El SIRA fue formalmente descrito en 1946731, Se desencadena por
multiples causas y condiciones, tales como chogque de cualquier
etiologia, procesos infecciosos, sepsis por bacterias Gram negativas,
traumatismos, sobredosis de drogas, téxicos inhalados, trastornos
hematicos, trastornos metabdlicoss2, Tiene una mortalidad del 60-70% por
lo que ha sido motivo de una gran cantidad de estudios33, tendientes a
esclarecer su patogénesis.

Uno de los principales hallazgos histolégicos reportados para el
SIRA, es la infiltracién de PMN en el parénquima pulmonar, por lo que se
propuso a la leucostasis pulmonar como un mecanismo participante en
la patogénesis del SIRA34. Numerosos estudios realizados en modelos
experimentales como ratas, conejos, cerdos, cabras, peros y monos han
permitido identificar a los PMN como los mediadores centrales del dafo
agudo al pulmén3s38,

Para explicar el secuestro de los PMN se han propuesto la participacion
de dos eventos importantes: 1) liberacién de factores estimulantes de los
PMN producidos por macréfagos activados y 2) la adhesion de los PMN
a las células endotelialess?-40,

Ambos eventos involucran la activacion inicial de los macrofagos de
pulmén y de las células endoteliales del lecho capilar pulmonar. En un
estudio sobre el dafo agudo al pulmén, realizado en conejos, se
describieron alteraciones estructurales en los macréfagos alveolares,
como desorganizacién del citoplasma y vacuolizacién, que se asocian
con la liberacién de factores quimiotacticos#. Por ofra parte las células
endoteliales y los PMN expresan moléculas de adhesiéon en la superficie
de sus membranas, y éstas al reconocerse y unirse facilitan la adhesién,
dando como resultado el aciumulo de PMN en el pulmén? (Tabla |).



TABLA |
MOLECULAS DE ADHESION EN LA MEMBRANA CELULAR DE LEUCOCITOS Y CELULAS ENDOTELIALES.
Moléculas de adhesién leucocite = ° ~ Célula endotelial
Infegrina-Inmunoglobulina® | CD11a/CD18 (LFA-1} ICAM-1__(CD54), ICAM-2
(CD102)

CD11b/CD18 {(Mac-1,Mol, | ICAM-1{CD54)

CR3)

CDI11c/CDI8 ?

VLA-4 (CD49d/CD29) VCAM-1 (CD106)
Selectina-carbohidrato b L-Selectina (CDé2L) glyCAM-1¢

Sialylated Lewis ({CD15s) E-Selectina {CD62E)

Sialylated Lewis (CD15s) P-Selectina {CD62P)

u Receptores de integrina en leucocitos que se unen a ligandos en ka célula endotelial que son miembros
de la familia de las inmunoglobulinas.

b Receptores de selectinas que se expresan en ambos tipos celulares y que reconocen carbohidratos
especificos.

¢ GlyCAM-1 es un ligando en venulas de endotelio alto, el igando para L-Selectina en endotelio sistémico
no ha sido identificado.

Los PMN activados pierden su capacidad de deformarse para
pasar por los capilares, debido a que presentan una reorganizacion de
la actina-f del citoesqueleto, y liberan productos tales como: radicales
toxicos del oxigeno, metabolitos del dcido araquiddénico, proteasas y
factor activador de plaguetas entre otras. Las enzimas proteoliticas
digieren a las membranas y proteinas exiracelulares, que junto con los
mediadores quimicos son a su vez un estimulo para el desarollo de la
respuesta inflamatorig#4!.42,

Estudios iniciales sobre la etiopatogenia del SIRA implicaban a los
factores del complemento, metabolitos del d&cido araquiddnico,
proteasas, plaquetas y factores de coagulacidén como responsables del
dano pulmonar$44, Sin embargo, estudios posteriores realizados en
modelos animales demostraron que no se reproducen todas las
alteraciones pulmonares al administrar experimentalmente infusiones
infravenosas de estos factores por separado4s.




Existen multiples agentes que pueden activar a los PMN, tales
como: las citocinas, fracciones del complemento, enzimas proteoliticas
del plasma, metabolitos del dcido araquiddnico., aminas, radicales
téxicos del oxigeno y enzimas hidroliticas4s. Sin embargo se ha implicado
al factor de necrosis tumoral alfa (TNFa) en la patogénesis del SDRA,
como el mas potente activador de los PMN, y el primero entre varias
otras citocinas que se liberan bagjo el efecto de un estimulo?’.

El TNFoa es un polipéptido de bdjo peso molecular, que se
encuentra en la superficie celular como un polipéptido de 233
aminodcidos. Este se fragmenta en un péptido mas pequeno, de 157
aminodcidos, que se encuentra en la circulacion como un trimero,
ambas formas son biolégicamente activas4s,

El TNFa. €s producido por varios tipos de células, aunque los monocitos y

macréfagos son los productores mds importantes en respuesta a un
estimulo exdgeno. El lipopolisacarido de la pared bacteriana (LPS) es el
inductor mds potente conocido#.

En la fase aguda de la inflamacitn, los macréfagos activados liberan
grandes cantidades de TNFa que induce la expresion de moléeculas de
adhesion intercelular ICAM-1 en las células endoteliales y la expresion de
CD11a/CD18%51 en los PMN. El TNFoe como mediador de la inflamacién,

participa en la patogénesis de la caquexia, choque séptico, rechazo de
transplantes, y citdlisis de tumores. Es un componente crucial de la
induccién de la respuesta inmune, estimula la proliferacién de los
linfocitos T y aumenta la actividad de las células NK. Puede ser téxico
directamente para las células, a través de la produccidon de radicales
toxicos del oxigeno. Actua de forma autocrina sobre los macréfagos
estimulando la produccién de otras citocinas como Interleucina-1 (IL-1),
Interleucina-é (IL-8), Interleucina-8 (IL-8) e Interleucina-10 {IL-10).



TNFa estimula la respuesta de fase aguda a nivel sistémico, induce
fiebre via produccion hipotaldmica de prostaglandina E-2 (PGE-2),
activa a los PMN y aumenta la expresion de moléculas clase | y Il del
complejo mayor de histocompatibilidad, por lo que favorece Ila
actividad antimicrobiana del sistema inmune4s,

La endotoxina o lipopolisacarido (LPS) de la pared celular de
bacterias Gram negativas es la sustancia mas utilizada para reproducir
todas las alteraciones del SIRA. En modelos animales se han logrado
identificar una gran cantidad de mediadores quimicos involucrados en
el dano pulmonar incluyendo al TNFa52.53.54, Cuando TNFa recombinante
se inyecta por via infravenosa se observa la presencia de PMN, linfocitos
y macréfagos en la microvasculatura pulmonar, ademds de dano a las
células endoteliales y edema intersticial$5¢57, |as alteraciones
observadas son similares a las que se encuentran en la endotoxemia, lo
cudal sugiere que el TNFa. es el primer mediador para desencadenar el
SIRA. En ofros estudios se administraron anticuerpos policlonales anti-TNFa
a rotones y conejos con choque endotéxico, y anticuerpos
monoclonales anti-TNFaa a monos con bacteremia por E. coli , y se
observé que se inhibe el dafo letal causado por la endotoxina o
bacteremiass.ss,

Estudios mas recientes han empleado una proteina de fusion que
se une al TNF (TNF-BP) para neutralizar los efectos de TNF, dicha proteina
de fusibn corresponde a la porcién extracelular del receptor de
membrana para TNFa. La neutralizacién del TNFa. protege al huésped
mediante: q) la atenuacién de la citotoxicidad de TNFa; b) inhibicién de
la liberacién de factores secundarios téxicos inducidos por el TNFa; y ¢

prevencion de la liberacion de otras citocinas que en sinergia
incrementan la toxicidad del TNFa0.61,
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Normalmente los niveles de citocinas circulantes en suero no son
detectables, pero existen reportes en humanos a los que se les
administré por via intravenosa LPS y posteriormente se les midieron los
niveles de citocinas presentes en el suero. Se observd que los niveles mas
altos de TNFa estaban presentes a los 20 minutos, IL-1 de 3-4h, INFy e IL-6
a las 8h48,

Se ha implicado en la patogénesis del SIRA¢2 a la interleucina 8 (IL-
8) ya que causa activacidén de los neutrdfilos, mediante el aumento de
quimiotaxis, desgranulacién y liberacion de enzimas hidroliticas, asf
como la expresion de moléculas de adhesion que le permite la unién a
las células endoteliales. Estudios recientes reportan que el LPS, TNFe, IL-1
son factores capaces de estimular la liberacion de [L-836465 de
diferentes tipos celulares como monocitos macréfagos, linfocitos T,
neutrdfilos, células endoteliales. De 1o que se infiere que IL-8 no es la
citocina que inicialmente se induce para desencadenar el SDRA.

Existen estudios que han buscado la presencia de IL-8 en lavado
bronguio alveolar (LBA) de pacientes con SIRA y en pacientes con riesgo
a desencadenar SIRA%¢7, en los que se encontraron niveles de IL-8 méas
altos en LBA que en suero. Este estudio sugiere la utilidad de la medicién
de IL-8 en LBA de pacientes con riesgo a desencadenar SIRA como un
indicador para el progreso del sindrome.

Aciuaimenie se conoce que la patogénesis del SIRA es muy
compleja, se sabe que el TNFa tiene una participaciéon central, ya que es
el que inicia los eventos que involucran a numerosas citocingas,
mediadores quimicos, y tipos celulares.

Como ya se menciond el TNFa actia de manera autocrina sobre
los macréfagos para la liberacién de IL-1, IL-6, IL-8, factor activador de
plaquetas (PAF} y dcido araquidénico que se metaboliza para formar
leucotrienos, tromboxano A2 y prostaglandinas PGE-2 y PGI-2.
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Por otro lado los linfocitos T son activados por IL-1 e IL-6 y producen
Interferédn gama (IFNy), Interleucina-2 (IL-2), Interleucina-4 {IL-4) y Factor
estimulador de colonias de granulocitos y monocitos (GM-CSF). PAF
hace que se incremente |a  permeabilidad endotelial.
Subsecuentemente el endotelio libera éxido nitrico (NQO) el cual relaja al
muUsculo liso e inhibe la agregacion plaguetaria. La liberacién de PGI-2
en respuesta al TNFa causa vasodilatacion y disminucién de la resistencia
vascular sistémica. La cascada del complemento, particularmente los
fragmentos C3 y Cba, contribuye a la estimulacién de los neutrdfilos. Los
neutrdfilos al unirse al endotelio inducen dano por la liberacion de
radicales téxicos del oxigeno y de enzimas lisosomales. Tracey y Cerami
propusieron que la produccién local de factores quimiotacticos
amplifica la lesibn mediante el aumento del nOmero de neutrdfilos
adheridos al endotelio?®.

Tomando en cuenta que el dafo pulmonar es una de las
alteraciones mas severas en los pacientes intoxicados accidentalmente
con el fruto maduro de plantas del género Karwinskia, y en animales
intoxicados experimentalmente con el fruto maduro o con toxinas
purificadas, y que el cuadro histopatolégico pulmonar es similar al
reportado para el SIRA, consideramos importante reproducir el dano
pulmonar en ratones cepa CD-1 intoxicados experimentalmente con
Peroxisomicina A-1, y por un lado evaluar la presencia del TNFa. en suero
y en homogenado de pulmén, y por otra parte caracterizar por
microscopia de luz y electrénica la lesién pulmonar mediante el andlisis
morfométrico de las células que se encuentran presentes. Todo esto con
el propdsito de conocer si el TNFa estd relacionado con la lesidn
pulmonar ocasionada por la intfoxicacién con Peroxisomicina A-1, lo cual

confirmaria que la Peroxisomicina A-1 desencadena un SIRA.
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1.1 Hipétesis de Trabajo y Objetivos

1.1.1 Hipotesis de Trabajo

El efecto de la Peroxisomicina A-1 sobre pulmdén se debe a una
estimulacién de los granulocitos neutrdfilos, llevada a cabo por

mediadores como el factor de necrosis tumorala

1.1.2 Objetivos especificos
1 .-Infoxicar ratones cepa CD-1 por via intraperitoneal, con 13.04 mg/Kg
de peso de Peroxisomicina A-1 disuelta en diferentes vehiculos (aceite

de cartamo, solucién salina, Haemaccel).

2.-Caracterizar la lesidn pulmonar por un andlisis morfométrico con
microscopia de luz.

3.-Evaluar los cambios ulfraestructurales que ocurren en la célula

endotelial y en la barrera alvéolo-capilar.

4-Cuantificar el TNFe en suero de animales intoxicados

experimentalmenie con Peroxisomicina A-1.

5.-Cuantificar el TNFa presente en el homogenizado de pulmén de

animales intoxicados experimentaimente con Peroxisomicina A-1.

6.-Contrastar los resultados obtenidos por intoxicacidn con
Peroxisomicina A-1 contra LPS (control positivo} y coniroles negativos

(vehiculos y sin tratamiento).
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7 -Evaluar con microscopia de luz y electrénica de transmisién la lesion

inducida por Peroxisomicina A-1 en el pulmén en cultivo de drgano.

8.-Comparar el efecto de la Peroxisomicina A-1 sobre el pulmdn in vifro

con el efecto producido in vivo.



CAPITULO DOS

MATERIAL Y METODOS

2.1 Material Biologico

Ratones albinos machos cepa CDI1 adultos jdvenes (30-35g) del
bioterio del departamento de Histologia de la Facultad de Medicina,
Universidad Auténoma de Nuevo Ledn.

2.2 Equipo
Homogenizador de tejidos BELLCO, 30-1100 rpm de velocidad, 110 volt y
60Hz, con vaso de vidrio Potter-Elvehjem y émbolo de teflén
Microcentrifuga para tubos Ependorff IEC Micro-MB
Centrifuga IEC Clinical
Incubadora de CO2 HotPack modelo 351820

Campana de flujo laminar vertical LABCONCO de seguridad clase |l
modelo 36204-00

Espectrofotdmetro Beckman
Ultramicrotomo LKB BROMMA ULTROME® MODELO 2088

Preparador de cuchillas de vidrio LKB BROMMA modelo 7800 KnifeMaker
Autoclave Market Forge Sterilmatic Modelo STM-E

14
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Fotomicroscopio Carl-Zeiss modelo |.

Microscopio Estereoscépico American Optical modelo 569
Microscopio Electrénico de Transmisidn, Carl-Zeiss modelo EM 109, con
aceleracién de voltaje de 80 kv

Lector de placas de ELISA Diamedix BP-26 {Microassay Reader)
Sistema Millipore desionizador y purificador de agua milli-Q, con
cartuchos de intercambio idnico, de carbén y filtros de ésteres de

celulosa (poro 0.22um) biolégicamente inertes.

2.3 REACTIVOS
Para el desarrollo de esta tesis se ufilizaron productos quimicos de
grado andlitico, y en todos los casos se utilizd agua desionizada con una
conductividad de 18 megohmsecm

Los reactivos y material utilizados en la técnica de microscopia
electrénica: glutaraldehido al 25%, paraformaldehido, dacido picrico,
tetradxido de osmio, nitrato de uranilo, cacodilato de sodio, resinas
epoxicas de bagja hidratacién, rejillas de cobre, acetato de uranilo,
citrato de plomo, azul de toluidina, moldes de inclusion y material
quirdrgico fino se obtuvieron de Electron Microscopy Science. La cuchilla
de diamante y el vidrio para preparar cuchillas se obtuvieron de Pelco
International. Los rollos de pelicula para el microscopio electrénico de
transmision fueron de la casa Agfa-Gevaert AG. El papel para la
impresion de micrografias en blanco y negro fue de la marca Eastman
Kodak Company.

Lipopolisacdrido [LPS) de E. coli 0111:B4 marca Sigma Chemical
Company.
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Los estuches comerciales de la técnica de ELISA para Ia
determinacion de TNFa en suero y homogenizados de pulmén fueron de
la marca GENZYME.

El Haemaccel que se utilizo para diluir la Peroxisomicina A-1 fue de
la marca Behring

Para el homogenizado de pulmén: se utilizo PMSF (Fenil metil
sulfonil fluoruro), CHAPS [3-[{3-Colamidopropil} dimetil amonio] 1 propano
sulfanato) marca Sigma Chemical Company.

Para el cultivo de érgano: Se utilizé medio esencial minimo (MEM}
con sales de Eaqgle, insulina, acetato de retinal, hidrocortisona,
peniciling-estreptomicina-fungizona (PSF), gentamicina, piruvato, vy
solucién de Hanks se obtuvieron de Sigma Chemical Company. Las
placas de cultivo se obtuvieron de Costar. Los cartuchos y filiros para
esterilizar soluciones fueron de Millipore Corporation. El Gelfoam que se
utilizé en las placas de cultivo fue de la marca Upjohn Company, Agar
bacteriologico marca BIOXON, B-NADH se adquirié de Merck.

Los reactivos utilzados para la determinacién de proteinas por el
meétodo de Lowry: albUmina sérica boving, Tartrato de Na y K, Sulfato de
cobre (CuSQs), Carbonato de sodio (NaxCOs), Hidréxido de sodio
(NaOH) y Folin Ciocalteau se obtuvieron de Productos Quimicos
Monterrey.

Peroxisomicina A-l1. Este compuesto antracendnico se aisld y
purificd en el laboratorio de extraccién de! Departamento de
Farmacologia y Toxicologia de la Facultad de Medicina, Universidad
Autébnoma de Nuevo Ledn, fue amablemente proporcionada por el Dr.
Alfredo Pineyro Ldpez. Y se almacend a -20 oC protegida de la luz vy la
humedad
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2.4 METODOS

2.4.1 Grupos experimentales

Se utilizaron 400 ratones albinos machos cepa CD-1 con un peso
promedio de 30g, divididos en ocho grupos de 50 animales cada uno,
que recibieron los siguientes tratamientos:

Tres grupos a los que se les administré Peroxisomicina A-1, a una
concentracion de 13.04mg/kg de peso que equivale a dos veces la DLso
determinada para esta especie. Fue disvelia en cada uno de los
siguientes vehiculos: aceite de cdartamo, Haemaccel o en suspension
con solucidn salina.

Un grupo control positivo recibié LPS. Tres grupos control negativo
recibieron Unicamente vehiculos por separado: aceite de cdrtamo,
solucion  salina, Haemaccel. Un cuarfo grupo no recibio ningon
tratamiento (Tabla Ii).

TABLA Il

#Roténes Condicion experimentale Tiempos de intoxicacion? .
cepa CD1 ' T 1

50 13.04mg/Kg de peso PA1/solucion salina

50 13.04my/Kg de peso PAl/Ac. de cartamo

50 13.04mg/Kg de peso PA1/Haemaccel 051,152,253,

50 Vehiculo solucion salina 3.5, 4, 4.5, 5h

50 Vehiculo aceite de cartamo

50 Vehiculo Haemaccel

50 LPS Control posifivo

50 Sin Tratamiento

9En el fratamiento de Peroxisomicina A-1 en suspensidn con selucidn saling, la Peroxisomicina Al
se disolvid en etanol absoluto y después se agregd la solucién salinag formdndose asi una
suspension.

bl os 50 ratones de cada condicidn experimental se subdividieron en 10 grupos de 5 ratones para
cada tiempo experimental.,
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Para cada condicién experimental se utilizaron 50 ratones, los que se
subdividieron en 10 grupos de 5 ratones que se sacrificaron a los
siguientes tiempos despues de la administracion de los tratamientos: 0.5,
1,1.5,2,25,3,35, 4,45y 5h.

Los tratamientos se administraron en forma de una dosis Unica por via
infraperitoneal. En cada uno de los tliempos experimentales
mencionados, cada uno de los ratones se sacrificd por dislocacion
cervical, se sujeté a una base de corcho y se llevé a cabo asepsia del
abdomen con alcohol etllico al 70%. Se abrid la cavidad abdominal y se
hizo una puncién en la vena cava inferior para obtener la mayor
cantidad de sangre. Posterior a la puncion, se abrié el térax para
obtener los pulmones, de los cuadles el pulmdén derecho se fragmentd en
porciones de 1Tmm3. Los fragmentos se procesaron hasta su inclusidon en
resinas epodxicas. El pulmén izquierdo se homogenizé para redlizar la

cuantificacion de TNFa por un método de ELISA.

En el sobrenadante del homogenizado se llevé a cabo la cuantificacion
de proteinas por el método de Lowryss,

Las muestras de suero y pulmones para homogenizar fueron
almacenados a -70°C hasta colectar el total de las muestras de todos los

grupos de tratamiento.

La figura 2 muesira un diagrama que representa la estrategia

experimental de este trabgjo.
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Figura 2. Resumen de la estrategia experimental

2.4.2 Microscopia electrénica

Todas las muestras de pulmdn destinadas para microscopia
electrénica se fijaron en una solucion de Karnovsky-ito al 1.5% en buffer
de cacodilatoss?; posteriormente se lavaron, y se llevd a cabo una
postfijacion en tetradxido de osmio al 2%. Enseguida se hizo una tincién
en bloque con nitrato de wvuranilo al 1%, posteriormente una
deshidratacién gradual con diferentes concentraciones de acetona y
finaimente los fragmentos se incluyeron en resinas epdxicas’. (Apéndice
A)
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2.4.3 Andlisis ultraestructural

A partir de las muestras de pulmén procesado hasta su inclusion
en resinas epdxicas se prepararon cortes finos en un ultramicrotomo LKB
Ultratome V, los cuales se montaron en rejillas de cobre y se contrastaron
con citrato de plomo y acetato de uranilo?'.72, para ser observados en
un microscopio electrénico Carl Zeiss EM 109

Se llevd a cabo la evaluacién utraestructural de la regidén alveolar
del pulmén de animales intoxicados con los diferentes fratamientos de
Peroxisomicina A-1, fragmentos de cultivo en presencia de

Peroxisomicina A-1 y controles correspondientes.

2.4.4 Andlisis morfométrico

En el caso de las muestras sometidas a la evaluacién
morfométrica se prepararon cortes semifinos de Tum de grosor y se
fifieron con azul de toluidina para ser observados en un microscopio de
luz Carl Zeiss a 1250 aumentos
Se conté el nimero de perfiles celulares cormrespondientes a PMN,
Macréfagos y Linfocitos presentes por cada 100 alvéolos para cada
tiempo y condicién experimental {Fig. 3)
Después de haber redlzado el conteo de perfiles celulares
cornrespondientes al pulmdn de cada uno de los animales de cada
condicidn experimental, se obtuvo el valor promedio y la desviacion
estaGndar de cada una de las mediciones. Posteriormente se graficé el

numero de perfiles celulares en funcién del tiempo.
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Figura 3. ANALISIS MORFOMETRICO: Pulmén de ratdn que muestra los diferentes tipos de
perfiles celulares que se contaron, p polimorfonucleares y | linfocitos dentro de
capilares, y m macréfagos dentro de a espacios alveolares. Fotomicrografia de luz.
Inclusién en resinas epdxicas, Azul de toluidina, 126x

2.4.5 Andlisis estadistico

En el andlisis morfométrico cada punto de las gréficas es el valor
promedio de cinco conteos: para cada tiempo y tratamiento se obtuvo
un valor promedio con su desviacion estandar, y estos fueron sometidos
a una contrastacion estadistica con la prueba t-student pareada,
compardndose siempre los datos obtenidos de los grupos problema
tratados con Peroxisomicina A-1 y sus controles correspondientes. La
significancia estadistica se representa en todas las graficas con un
asterisco.
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2.4.6 Obtencion de sangre para la cuaniificacién de TNFa.

Se obtuvo una muestra de sangre de cada uno de los 400 ratones
que recibieron los diferentes tratamientos en cada uno de los tiempos
experimentales. Se abrid la cavidad abdominal y se hizo una puncidn en
la vena cava inferior para obtener la mayor cantidad de sangre. La
sangre se dejd coagular; posteriormente se centrifugd y se hicieron
alicuotas de 250ul, y se conservaron a -70°C hasta que se llevé a cabo la
cuantificacion del TNFa por el método de ELISA con un estuche

comercial marca Genzyme.,

2.4.7 Homogenizado de pulmdn para la cuantificacion de TNFa

En un homogenizador Bellco de 50-60Hz se homogenizé el pulmén
(obtenido como se describe en la seccién 2.4.1) en 1.5ml de solucion
salina balanceada de Hanks (HBSS) fria (4°C) que contenia 2mM de
PMSF como inhibidor de proteasas y 0.1% de CHAPS como detergente
para membranas.

Durante el procedimiento se mantuvo el tubo de homogenizaciéon
en hielo, se midié el volumen total y se separé una dlicuota para la
determinacién de proteinas totales. El homogenizado se centrifugd en
tubos Eppendorf a 14000 r.p.m. a 4°C por 25min., se separdé el
sobrenadante y se midié el volumen total. Finaimenie se realizd la
cuantificacién de proteinas por el método de Lowry$* y la cuantificacién
de TNFa por el método de ELISA utilizando un estuche comercial de la

marca Genzyme.
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2.48 Cuanfificacion de TNFa por ELISA (Enzyme linked
immunosorbent assay)

En la prueba de ELISA para la cuantificacién de TNFa se empled el
principio de anticuerpos multiples en sandwich. La placa de ELISA de 96
pocillos plasticos de microfitulacidn estaba cubierta con anticuerpo
monoclonal anti TNFa de ratén, que se utilizd para unir al TNFa presente
en estandares y muestras problema.

Posteriormente se lavd la placa para retirar el material libre gue no se
unié y se agregd anticuerpo policlonal anti TNFa conjugado con
peroxidasa {anti-TNFa. Conjugado HRP) que se unié al TNFa.

La placa se lavd de nuevo para retirar el material libre (no unido).

Se agregd la solucidén de substrato que dio inicio a la reaccién de la
peroxidasa, la cual se detectd por medio de un cambio de color en la
solucidn, posteriormente esta reaccién se detuvo por acidificacién con
H2SO4 1M, La absorbancia que se midioé d 450nm es proporcional a la
concentracién de TNFa presente en los estdndares y en las muestras
problema.

Para calcular la concentracién de TNFa de las muestras problema, se
realizd una curva de cdlibracién de estandares de 35, 140, 560 y
2240pg/ml de TNFa (Apéndice A). Al obtener las lecturas de los
estdndares se hizo una curva de concentracién mediante un andlisis de
regresion lineal y se calculd la concentraciéon de las muestras problemas.
2.4.9 Determinacion de protfeinas por el método de LOWRY

Se llevé a cabo una precipitacion de las proteinas con éacido
tricloracético (C2HCI302, TCA) al 10%, posteriormente al precipitado se le
agregd una mezcla de tartrato de Na y K al 0.6%, CuSO4 al 0.3%, Na2COs
al 30%, NaOH 0.8N y agua desionizada.

Se dejo6 reposar por 10 minutos a temperatura ambiente, y se le agregd
una mezcla de reactivo de Folin-Ciocalteau 2N y agua desionizada; se
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dejo reposar 30 minutos a temperatura ambiente y se midié la
absorbancia a 750nm, se ajustd el cero con el blanco de reactivo.

Se utilizé una curva de calibracién de proteinas de estdndares de
albiUmina sérica bovina (BSA} para calcular la conceniracién de
proteinas de las muestras problema. (Apéndice A)

2.4.10 Cultivo de organo

El cultivo de érgano se llevé a cabo de acuerdo con la técnica
descrita por Sepulveda y col.73 Todo el material empleado para el
cultivo de érgano se esterilizé por calor humedo en el autoclave (121°C
por 45 minutos] y por {gas 2horas). El medio nutriente y suplementos se
esterilizaron por fillracién con membrana de 0.22um de poro. El
procedimiento de cultivo se llevé a cabo bajo una campana de flujo
laminar horizontal en condiciones estériles.

2.4.10.1 Preparacion del pulmén para el cultivo de organo.

Debido a las caracteristicas histolégicas de puimon, para el cultive

de drgano se utilizd una técnica de expansidén de espacios alveolares,
mediante la inyeccién de agar a fravés de la trdqueaq, de esta manera
se evité que se colapsaran los alvéolos?4.
Para esto se sacrificd un ratén por dislocacién cervical, sé perfundié con
solucién salina a través del ventriculo derecho para retirar la sangre de
los pulmones, se exirgjo el bloque cardiopulmonar (traquea, pulmones y
corazén) y se canalizé a través de la trdguea, para inyectar agar
bacterioldgico marca BIOXON al 0.5% disuelto en medio de cultfivo.
Posteriormente el pulmdn se mantuvo en una caja de Petri estéril a 4°C
por 15 minutos. Después de que se solidificd el agar se separaron los
pulmones y se fragmentaron en porciones de 1 mm3
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2.4.10.2 Preparacion de las placas de cultivo con gelfoam.

Previo a la incubacién de 10s explantes de pulmoén cada placa de cultivo
(Fig. 4) fue cubierta con una esponja de coldgena (Gelfoam) y se
esterilizaron todas las placas con gas.

Al llevar a cabo el procedimiento de cultivo el Gelfoam se impregné con
cada una de las cuatro concentraciones de Peroxisomicina A-1 en el
medio de cultivo por separado. También se impregnaron otras esponjas

con medio nutriente sin Peroxisomicina A-1.

Figura 4. Cadmara de cultivo de dérgano (a). fragmentos de pulmdn (b), soporte de

colagend impregnado con medic de cultivo y Peroxisomicing Al{c ).



26

2.4.10,.3 Medio de cultivo

Se utilizd medio esencial minimo (MEM) con sales de Eagle
(SIGMA) suptementado con 1.0 mg/ml de insulina 0.1mg/ml de acetato
de retinal, 0.Img/ml de hidrocortisona, 0.1% de penicilina-
estreptomicina-fungizona (PSF) y 100 mg/ml de gentamicina.
Se prepard una solucién concentrada de 1Tmg/mi de Peroxisomicina A-1,
inmediatamente antes de su uso, de la siguiente forma: primero se
disolvié en 50ul de etanol absoluto, y se llevo a un Tml con medic
nutriente y posteriormente se prepararon 4 concentraciones finales de
Peroxisomicina A-1 en el medio de cultivo 0.2, 2, 5y 25 ug/ml
La incubacidon de los fragmentos se llevé a cabo en una incubadora
Hotpack en 95% de aire y 5% de CO2 a los siguientes tiempos: 1,2,4,6,8,12
y 24h con cuatro concentraciones diferentes de Peroxisomicing A-1 y sus
correspondientes controles sin Peroxisomicina A-1. {Apéndice A)

Posterior a los fiempos experimentales los explantes se
recolectaron de las placas y se procesaron hasta su inclusion en resinas

epdxicas. El medio de cultivo se recolectd para llevar a cabo la prueba
de viabilidad.

2.4.10.4 Prueba de viabilidad

Aclividad de LDH en el medio de cultivo

Se determiné la actividad de la enzima lactato deshidrogenasa
iberada al medio de cultivo para tener un valor cuantitative de la
pérdida de viabilidad celular?s.

Se consideré un cultivo viable, aquel en el que se obtuvo una
liberacién de LDH al medio de cultivo menor del 20%.
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Se colecté el medio de las placas de cullive, se centrifugaron
(14,000 rpm, 4°C, 5 a 10 minutos) y en los sobrenadantes se determind la
actividad de LDH.

la actividad de LDH se determiné segin el método
espectrofotométrico de Vassault, el cual se basa en la medicién de la
oxidacidon de NADH a NAD* a una longitud de onda de 340nm. El

procedimiento se muestra en Apéndice A

LDH
piruvato + NADH + H* 4_' NAD* + lactato



CAPITULO TRES

RESULTADOS

3.1 Andlisis morfologico a microscopia de luz

3.1.1 Descripcién morfolégica a microscopia de luz de la lesion
pulmonar de ratones intoxicados con Peroxisomicina A-1 disuvelta
en diferentes vehiculos:

Las figuras 5, 6 y 7 muestran las alteraciones histolégicas presentes
en la lesidon pulmonar de los animales tratados con Peroxisomicina A-1
disuelta en diferentes vehiculos. La lesidn se caracterizd por la presencia
de PMN en los capilares alveolares y congestién vascular que se observo
desde los 30 min posteriores a la intoxicaciébn, aumentando
progresivamente. También se pudo identificar la presencia de una
“membrana hialina” en los alvéolos, la que se observa como un material
granular de tincion acidéfila. Estas alteraciones en conjunto causaron un
aumento del grosor de los tabiques interalveolares. Se identificd
hemomagia alveolar después de 4h de intoxicacion.

En los capilares alveolares se observaron también linfocitos
aunque en menor cantidad que los PMN. Por el contrario, en los

espacios alveolares las células predominantes fueron los macrdfagos
alveolares.

28
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En particular en la lesién pulmonar causada por Peroxisomicina A-
1 disuelta en Haemaccel se observé un tipo celular diferente a lo
observado antes dentro de los capilares alveolares. Estas células fueron
identificadas posteriormente como linfocitos grandes granulares [células
NK) al cumplir con las caracteristicas morfoldgicas descritas para estas
células {Fig. 8)
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Figura 5. Pulmén de ratén A)tratamiento con 0.2ml de solucién salina {control). Obsérvese los espacios
alveolares bien distendidos a, paredes alveolares delgadas (flecha) y capilares vacios ¢. B-D Tratamiento
con 13.04mg/Kg de peso de Peroxisomicina A-1 en suspensidn con solucidn safina. B)2h post-tratamiento
obsérvese los tabiques interalveolares gruesos (cabeza de flecha). ka presencia de la membrana hialina
{flecha) y congestidn vascular cv. Cj 4.5h post-iratamiento obsérvese la presencia de polimorfonucleares
atrapados en capilares alveolares p. hemoiragia alveolar h, engrosamiento de los tabiques interalveolares.
D)5h post-fratamiento obsérvese los tabiques interalveociares muy gruesos, polimorfonucleares atrapados en
los capilares alveolares y congestidn vascular. Fotomicrografias de luz. Inclusién en resinas epéxicas, Azul de
toluidina 126x.
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Figura 6. Pulmoén de ratén Altratamiento con 0.2ml de aceite de carfamo {control). Muestra kas paredes
alveolares delgadas y capiares vacios (fiecha). B-D Tralomiento con 13.04mg/Kg de peso de
peroxisomicina A-1 en dilucién con aceite de cartamo. B)2h post-fratamiento obsérvese hemormragia
alveolar h, polimorfonucieares atrapados en capilares alveolares p, un macréfago en un espacio alveolar
m. C) 3h post-fratamiento obsérvese la membrana hialina (flecha) y polimorfonucieares atrapados en
capilares. D)5h post-tratamiento obsérvese el aumento de grosor de los tabiques interaiveolares (cabeza de
flecha), congestion vascular ev, hemorragia alveoiar. Fotomicrografia de luz Inclusién en resinas epéxicas,

Azul de toluidina 12é6x.
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bien distendidos y tabiques interalveolares deigados. B-D Tratamienio con 13.04mg/Kg de peso de
Peroxisomicina A-1 en dilucién con Haemaccel. B] 1h post-fratamiento muesira congestion vascular cv y
membrana hialina (flecha). C)2.5h post-tratamiento obsérvese el aumento de grosor de los tabiques
interalveolares {cabeza de flecha), hemomagia alveolar, membrana hialina y polimorfonucleares en 0s
capilares alveolares p. D) 5h post-tratamiento obsérvese la hemomragia alveolar, polimorfonucleares
atrapados en capilares alveolares p, engrosamiento de los tabiques interalveolares. Fotomicrografia de luz.
Inclusidon en resinas epéxicas, Azul de toluidina 126x.
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Figura 8. Puimén de ratén. Tratamiento con 13.04mg/Kg de peso de Peroxisomicina A-1
en dilucién con Haemaccel. Obsérvese engrosamiento de los tabiques interalveolares
(flecha), Células NK atrapadas en capilares alveolares NK. Fotomicrografia de luz.
Inclusién en resinas epdxicas, Azul de toluidina 126x.
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Todos los resultados morfolégicos de microscopia de luz obtenidos
del andlisis de cortes semifinos de los diferentes tratamientos con
Peroxisomicina A-1 y controles correspondientes fueron comparados con
los resultados obtenidos del control sin fratamiento (Fig. 9A) que
correspondié a nuestro control negativo y con el ifratamiento con LPS
(Fig.9B) que correspondid a nuestro control positivo, en el que se observd
la lesion histopatolégica caracteristica del SIRA en su fase aguda. Se
caracterizd por secuestro de polimorfonucleares y linfocitos en los
capilares alveolares, infiliracidn de leucocitos y eritrocitos en el intersticio,
membrana hialina, hemomragia alveolar y aumento del grosor de los
tabiques interalveolares.
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Figura 9. Pulmén de ratén. A) Control sin fratamiento que muestra espacios alveolares bien distendidos a,
tabiques interalveolares delgados y capilares ocupados por eritrocitos (flecha). B) 2h de tratamiento con
400pg de LPS/0.2ml de solucidén salina, obsérvese la lesion caracteristica del SDRA, abundantes
polimorfonucleares atrapados en los capilares alveolares p, membrana hialina (flecha), congestiéon vascular
cv, engrosamiento de los tabiques interalveolares (cabeza de fiechal). Fotomicrografia de luz. Inclusién en

resinas epéxicas, Azul de toluidina, 126x.
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3.2 Andlisis ultraestructural

3.2.1 Descripcion ultraestructural de la lesion pulmonar de ratones
intoxicados con Peroxisomicina A-1 disvelta en diferentes
vehiculos:

Se observé daio gradual de la barrera alvéolo-capilar asociado a
la presencia de PMN vy linfocitos atrapados en los capilares aiveolares.
También se observaron macréfagos alveolares como o muestran las

figuras 10y 11.

En los tres tratamientos de Peroxisomicina A-1 disuelta en diferentes
vehiculos se encontraron las mismas alteraciones ultraestructurales, las
cuales consistieron en gue a tiempos iniciales de intoxicacion se observd
la presencia de PMN en capilares alveolares, sin dano aparente a las
células endoteliales (Fig. 10B}, posteriormente se observd la adhesion de
PMN a las célulaos endoteliales (Fig. 10C), también se encontraron
linfocitos en los capilares pero en mucha menor cantidad comparada
con los PMN, Las células endoteliales presentaron edema, ruptura de la
membrana y desorganizacién del citoplasma (Fig. 10C). En los espacios
alveolares observamos la presencia de material electrodenso, esto es lo
gue se conoce a microscopia de luz como membrana hialina (Fig. 10D).
También se observdé edema y destruccion de las células del intersticio
(Fig. 11A). Al mayor tiempo de intoxicacidn se encontrd destruccidn de
las céluvlas endoteliales, dafio a la membrana basal y dano a
neumocitos tipo | (Fig. 11B) lo que dio como resultado ruptura de la
barrera alvéolo-capilar y la presencia de PMN atrapados en la luz
capilar como se muestra en la (Fig 11C).
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3.2.2 linfocitos grandes granulares (Células NK) en la lesién
pulmonar de animales fratados con Peroxisomicina A-1 disvelta en
Haemaccel.

Como se mencioné en la descripcion a microscopia de luz, la
lesién pulmonar de los animales tratados con Peroxisomicina Al disuelta
en Haemaccel mostré la presencia de posibles células NK ademds de
los tipos celulares ya descritos; en la (Fig. 12) se muestra la ultraestructura

de esta célula, en este caso atrapada en un capilar alveolar.
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Figura 10. Puimon de ratén A]Control sin fralamiento obsérvese ko membrana alvéolo capilar delgada
{flecha), B-D Tratamiento con 13.04mg/Kg de peso de Peroxisomicina A-1 que muestra daiio a la barrera
alvéolo capilar. BJPofimorfonuciear p dentro de un capilar sin daiio a célula endotelial (flecha). C) Adhesidn
de pofimorfonuciear p en célula endotefial con edema (flecha). D)Material electrodenso en el espacio
alveolar (fiecha). Micrografias electrénicas de transmisidn, Inclusién en resinas epdxicas, contrastacién de

cortes ultrafinos con Acetato de uranilo y Citrato de plomo. 7000x
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Figura 11. Pulmén de ratén tratado con 13.04mg/kg de peso de Peroxisomicina A-1 A) Polimorfonuclear
atrapado en un capilar alveolar ka (flecha) muestra daflo y destruccidn de lo célula endotelial y la cabeza
de flecha muestra dano a las células del intersticio. B) obsérvese dano y destruccion de neumocito 1ipo |
(flecha). C) Dafo y destruccién de la barera alvéolo capilar {flecha). Micrografias electrénicas de
transmisidn, Inclusién en resinas epdxicas, contrastacién de cortes vltrafinos con Acetato de uranilo y Citrato

de plomo. 7000x
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Figura 12. Pulmon de ratén. Tratamiento con 13.04mg/Kg de peso de Peroxisomicina A-1 en dilucién con
Haemaccel. Obsérvese una célula NK afropada en un capilar aiveolar los gr@nulos en su citoplasma
{flecha) y el nicleo identado es caracteristico de este tipo celukar. Micrografia electrénica de transmision,
Inclusion en resinas epdxicas, contrastacidn de cortes ulirafinos con Acetato de vranilo y Citrato de plomo.
7000x
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3.3 Andlisis morfométrico por microscopia de luz de peffiles
celulares de PMN, linfocitos y macréfagos presentes en la region
alveolar del pulmén de animales intoxicados con Peroxisomicina
A-1y control.

3.3.1 Andlisis morfométrico de pulmén de animales tratados con

Peroxisomicina A-1 en suspension con solucion salina.

3.3.1.1 POLIMORFONUCLEARES.-

El andlisis morfométrico de los PMN presentes en los pulmones de
ratones que recibieron el tratamiento con Peroxisomicina A-1 en
suspensién con solucion salina (Fig.13A) mostrd un aumento muy
pronunciado de estas células después de 1.5h de intoxicacién, que
posteriormente disminuyd en fiempos intermedios para aumentar
gradualmente hasta el mayor tiempo experimental. Al graficarse los
datos muestran una curva bifdsica.

Se encontrdé diferencia significativa (p<0.001} en todos los puntos al
comparar los datos obtenidos con el tratamiento de Peroxisomicina A-1
en suspension con solucidn salina y aquellos obtenidos con el vehiculo
solucioén salina.

En la (Fig. 13A) también muesira el resultado obtenido con el tratamiento
con LPS (control positivo), que fue donde se encontrd la mayor cantidad
de PMN en todos los tiempos estudiados y se obtuvo una diferencia
significativa (p<0.001) al compararse con los datos obtenidos en los
pulmones de animales tratados con el vehiculo solucidn salina.

En los pulmones de animales control sin fratamiento y de aquellos
tratados con el vehiculo solucién salina, fue en donde se enconird la
menor cantidad de PMN.
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3.3.1.2 MACROFAGOS

La (Fig. 13B} muestra la cantidad de macréfagos alveolares
presentes en los pulmones de animales tratados con Peroxisomicina A-1
en suspension con solucién salina. Se observé un aumento en funcién del
tiempo, que mostrd diferencia significativa (p<0.001) en todos los tiempos
al comparar los datos con el pulmén de animales a los que se les
administro solamente vehiculo solucién salina.

Los pulmones de animales que recibieron el tratamiento con LPS
mostraron la mayor cantidad de macréfagos alveolares, comparado
con los oftros tratamientos analizados. Se encentré una diferencia
significativa en todos los tiempos (p<0.001) al comparar los datos de LPS
y vehiculo solucion salina. En el tratamiento con vehiculo solucidn salina
y control sin tratamiento la cantidad de macréfagos que se observé fue
la mas baja de todos los tratamientos y no se enconiré diferencia
significativa al compararios entre si.

3.3.1.3 LINFOCITOS

La cantidad de linfocitos en los pulmones de animales intoxicados
con Peroxisomicina A-1 en suspensidn con solucién salina {Fig.13C)
aumentd en funcidn del tiempo. Se encontré diferencia significativa
(p<0.001) desde 2.5 hasta 5h al compararlos con el vehiculo solucién
salina. Los pulmones de animales que recibieron el tratamiento con LPS
mostraron que la cantidad de linfocitos aumentd en funcién del tiempo.
Ademds se encontrd diferencia significativa (p<0.001) en todos los
tiempos experimentales al compararlos con los pulmones de animales
que recibieron Unicamente el vehiculo solucidn salina.

En los pulmones de los animales tratados con vehiculo solucién salina y
control sin ningun tratamiento, fue donde se observd la menor cantidad

de linfocitos comparada con todos los tratamientos.
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Figura 13. Gréfica A, B y C muestran las Cinéticas de polimorfonucleares, macréfagos y Linfocitos en pulmén
de ratén tratado con: Peroxisomicina A-1 en suspension con solucién salina, Lipopolisacarido LPS, Confrol
vehiculo solucién salina, Control sin fratamiento. Después de llevar a cabo el andlisis morfométrico en cortes
semifinos. Los valores de cada punto representan la media de cinco conteos para cada tiempo * desviacion
estandar.



3.3.2 Andlisis morfométrico de pulmén de animales tratados con
Peroxisomicina A-1 en diluciéon con aceite de carfamo.

3.3.2.1 POLIMORFONUCLEARES:

En los pulmones de animales tratados con Peroxisomicina A-1 en
dilucion con aceite de cartamo (Fig. 14A) se observé aumento gradual
en la cantidad de PMN hastd llegar al mayor tiempo de intoxicacion.

Se encontré diferencia significativa {p<0.001) en los tiempos de 3 a §
horas al comparar los datos obtenidos con el vehiculo aceite de
cartamo.

Al observar el pulmén de animales a los que se les administrd el vehiculo
aceite de cdartamo se encontré que se induce un incremento en la
canfidad de PMN, pero éste no aumenta en funcién del tiempo. Se
encontré diferencia significativa en todos los tiempos (p<0.001) al

comparar los datos con el control sin ningUn tratamiento.

3.3.2.2 MACROFAGOS:

En los pulmones de animales que recibieron el tratamiento con
Peroxisomicina A-1 en dilucién con aceite de cdrtamo (Fig.14B) se
observé que la cantidad de macrofagos alveolares mosiré una
tendencia de aumentc en funcibn del tiempo. encontrdndose
diferencia significativa [p<0.001) para los puntos 2,5, 45 y 5S5h al
compararlos con el vehiculo aceite de cartamo.

El vehiculo aceite de cartamo tuvo un comportamiento similar al control

sin ningun tratamiento ya que solo encontramos diferencia significativa a
las 5h (p<0.05)
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3.3.2.3 LINFOCITOS:

En los pulmones de animales que recibieron el tratamiento con
Peroxisomicina A-1 en dilucidn con aceite de cdartamo (Fig. 14C)
mostraron que la canfidad de linfocitos sigue una tendencia de
aumento con respecto al tiempo de intoxicacién, se encontrd diferencia
significativa (p<0.001) en los puntos 3.5, 4.5 y 5h, al compararlos con el
vehiculo aceite de cdrtamo. No se encontré diferencia significativa al
comparar €l vehiculo aceite de cartamo y el control sin tratamiento.
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Figura 14. Gré&fica A, B y C muestran las Cinéticas de polimorfonucleares, macréfagos y Linfocitos en pulmén
de ratén iratado con: Peroxisomicina A-1 en dilucién con aceite de cérfamo, Lipopolisacérido LPS, Control
vehiculo aceite de cartamo, Control sin fratamiento. Después de llevar a cabo el andlisis morfométrico en
cortes semifinos. Los valores de cada punto representan la media de cinco conteos para cada tiempo
desviacion estandar.
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3.3.3 Analisis morfométrico de pulmén de animales tratados con
Peroxisomicina A-1 en dilucion con Haemaccel.

3.3.3.1 POLIMORFONUCLEARES

Los pulmones de animales a los que se les administrd el
tratamiento con Peroxisomicina A-1 disuelta en Haemaccel mostraron un
aumento en la cantidad de PMN posterior a 1.5h de intoxicacién, se
observé una ligera disminucién de la cantidad de PMN en tiempos
intermedios, y posteriormente esta cantidad aumentd (Fig. 15A)
Al comparar los tratamientos con Peroxisomicina A-1 disuelta en
Haemaccel y vehiculo Haemaccel se encontrd diferencia significativa
(p<0.001) para los tiempos de 1 hasta 5 horas de infoxicacion
En el fratamiento con vehiculo Haemaccel se cbservd un aumento de
PMN con respecto al confrol sin ningdn tratamiento pero no aumenté en
funcion del fiempo.
Existe diferencia significativa (p<0.05) al comparar los datos del vehiculo
Haemaccel con el control sin tratamiento.

3.3.3.2 MACROFAGOS

los pulmones de animales que recibieron el tratamiento
Peroxisomicina A-1 en Haemaccel mostraron una tendencia al aumento
en la cantidad de macréfagos en funciéon del tiempo, ya gue solo se
encontré diferencia significativa (p<0.05) en el tiempo de 5h al comparar
los datos con el vehiculo Haemaccel (Fig.15B)
No se encontré diferencia significativa al comparar el control sin

tratamiento y el vehiculo Haemaccel.
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3.3.3.3 LINFOCITOS

En los pulmones de animales gue recibieron el tratamiento con

Peroxisomicina A-1 en dilucion con Haemaccel (Fig. 15C) mostraron la
mayor cantidad de linfocitos, se encontré diferencia significativa
(p<0.001) para los tiempos de 1.5 hasta Sh al comparar los datos con el
vehiculo Haemaccel.
La cantidad de linfocitos que se encontré en el tfratamiento con
Peroxisomicina A-1 disuelta en Haemaccel superé a la cantidaod de
linfocitos que se observé con el tratamiento de LPS que utilizamos como
control positivo. El vehiculo Haemaccel induce un aumento de linfocitos
en pulmén, ya que al compararlo con el control sin ningUn tratamiento,
se encontré diferencia significativa (p<0.001) en todos los tiempos
analizados.



49

POLIMORFONUCLEARES

11

i
1

3

#pmn/100 alvéolos
o888

0 05 1 15 2 28 3 35 4 48 B | _gapene
* p<0.001 Tiempo (h)
A.,
MACROFAGOS
3 40
3 35
$ 30
8 25
S 20
@ 15
s 10
8 51 | RS I Al
| E 0 ¥
; 0705 1 15 2 25 3 35/4 45 5| mgmimomenst’
Tiempo iP5
‘ * p<0.005 " e Conitol 3/1%
B
i LINFOCITOS
|
! gso-
| zs+
E 5
‘ '-}15
2 10
| i N O
‘ 0 05 1 15 2 25 3 35 4 45 5 | —®—tomnoeca
+___LPS
‘ 'p<0.001 Tiempo (h) Confrol s/Tx
cl,

Figura 15. Grdfica A, B y C muesiran las Cinéticas de polimorfonucleares, macréfagos y Linfocitos en pulmén
de ratén tratado con: Peroxisomiclna A-1 en dilucién con Haemaccel, Lipopolisacérido LPS, Control vehiculo
Haemaccel, Control sin tratamiento, Después de llevar a cabo el andlisis morfométrico en cortes semifinos. Los
valores de cada punto representan la media de cinco confeos para cada tiempo + desviacién estédndar.
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3.3.3.4 Células NK

Al llevar a cabo el andlisis morfométrico del pulmén de animales
fratados con Peroxisomicina Al disuelta en Haemaccel y el control
vehiculo Haemaccel se contaron posibles células NK presentes en
capilares alveolares. Se encontrd diferencia significativa p<0.001 para los

tiempos de 3.5 a 5 horas al comparar los datos con el vehiculo

Haemaccel (Fig. 16)
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Figura 16. Cinética de células NK en pulmén de ratdén tratado con Peroxisomicina Al
disuelto en Haemaccel y control vehiculo Haemaccel los valores de cada punto

representan la media de cinco conteos para cada tiempo experimental + desviacién

estGndar
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3.4 Cuantificacion de TNFa en suero de ratones intoxicados con

Peroxisomicina A-1 disuelta en diferentes vehiculos.-

La {Fig. 16) muestra los valores de TNFa en suero de ratones
tratados con Peroxisomicina Al disuelta en diferentes vehiculos y
controles comrespondientes.

Los niveles de TNFa obtenidos para el tratamiento con
Peroxisomicina Al en suspensidon con solucién salina después de 1y 1.5h
de intoxicacién, fueron de 10755.94 pg/ml de suerc y $315.24 pg/ml de
suero respectivamente, estos niveles fueron muy parecidos a los
encontrados con el fratamiento de LPS que ufilizamos como control
positivo, ya que a estos mismos tiempos se obtuvieron niveles de 10800
pg/ml de suero después 1h de aplicacion de LPS y 10723 pg/ml de suero
posterior a 1.5h.

En el suero de animales que recibieron el tratamiento con
Peroxisomicina A-1 en dilucién con Haemaccel, encontramos niveles de
TNFa de 984.98 pg/ml de suero 1.5h después de la infoxicacion, y a las 2h
encontramos una disminucidn muy marcada que posteriormente
aumentd desde las 3h hasta las Sh de intoxicacion.

En el tratamiento con Peroxisomicina A-1 disuelta en aceite de
cartamo los niveles de TNFa que se encontraron en tiempos iniciales
fueron muy bajos, pero a 3 h de intoxicacion se encontré 134.06 pg/mt
de suero el cual disminuyd a partir de 4h.

En el suero de animales que recibieron vehiculo aceite de
cdrtamo encontramos 862.04 pg/ml de suero a las 2h después del
tratamiento, y a las 3h de tratamiento los niveles fueron de 625.10 pg/ml
de suero, sorpresivamente estos niveles se mantuvieron altos al
compararlos con los valores obtenidos con los sueros de los animales

tratados con Peroxisomicina A-1 en dilucion con aceite de cartamo.
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El vehiculo Hoemaccel indujo niveles bajos de TNFe. en todos los
tiempos experimentales.

En los sueros de los animales fratados con el vehiculo solucidon
salina y los controles sin ningUn fratamiento no se encontraron niveles de
TNFa. en ningun tiempo experimental.

Como una manera de verificar la reproducibilidad y confiabilidad

de las lecturas y controles se repitieron algunas determinaciones como lo
muestra la Tabla Il

TABLA I\
Tratamiento Absorbancia | Concentracién pg/mi
Confrol sin Tx. 0.231 ( 0 —
0.222 0
LPS 30min. 0.712 1098.54
0.727 1121.68
PA-1/Aceite 3.5h 0.249 27.77
0,252 32.40
PA-1/Aceite 4h 0.282 78.68
0.279 74.05
LPS (Sobrenadante) Sh 1.076 8060.18
0.960 6953.69

Tabla lll lecturas de absorbancia y concentraciéon de TNFoL de problemas y controles.
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Figura 17. Cinética de pg de TNFa/ml de suero de ratones que recibieron diferentes
tratamientos de Peroxisomicina A-1{PA1) y coniroles comespondientes. Cada punto

representa un pool de suercs de 5 ratones para cada tiempo experimental.
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3.5 Cuanlificacion de TNFa en homogenizado de pulmén de
ratones con diferentes tratamientos.-

La (Fig.18) muestra los niveles de TNFo en pg/mg de proteina
(pg/mg-prot) en el sobrenadante del homogenizado de pulmén de
animales que recibieron Peroxisomicina Al disuelia en diferentes
vehiculos y controles correspondientes.

El sobrenadante del homogenizado de pulmén de animales que
recibieron el tratamiento con Peroxisomicina A-1 en suspension con
solucidn salina, mostrd un nivel de TNFa. de 1337.81 pg/mg-prot posterior
a 1h de tratamiento. A los 3h de tratamiento el nivel fue de 1115.86
pg/mg-prot y a las 4.5h de tratamiento se encontrd 658.97 pg/mg-prot.

En el sobrenadante del homogenizado de pulmdn de animales
que recibieron el tfratamienio con Peroxisomicina A-1 disuelta en
Haemaccel sé encontrdé un nivel de 553.85 pg/mg-prot posterior a 2h de
intoxicacién, a las 4.5h de intoxicaciéon los niveles fueron de 430.45
pa/mg-prot.

El sobrenadante del homogenizado de pulmdn de animales que
recibieron el tratamiento con Peroxisomicina A-1 en dilucién con aceite
de cdrtamo se enconiré 393.9 pg/mg-prot después de 2.5h de
tratamiento, los niveles fueron similares para el resto de los fiempos
experimentales.

En el sobrenadante de los pulmones de los ratones tratados con
LPS (control positivo) fue donde se encontraron los niveles mas altos de
pg de TNFa/mg-prot comparado con todos os tratamientos analizados.
En el tratamiento vehiculo aceite de cartamo se observaron niveles mas

altos comparados con el fratamiento con Peroxisomicina A-1 disuelta en
aceite de cartamo.
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En el tratamiento vehiculo Haemacce!l observamos niveles mds bajos
comparados con el control sin ningun tratamiento en tiempos iniciales,
pero después de 4h hubo un ligero aumento.

El vehiculo solucién salina y el control sin ningin fratamiento mostraron
los niveles mdés bajos de todos los tratamientos.
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Figura 18. Cinética de pg de TNFa/mg de proteina en el sobrenadante de
homogenizado de pulmones de ratones que recibieron diferentes fratamientos de
Peroxisomicina A-1 (PA1) y controles corespondientes. Cada punto representa un pool

de sobrenadante de homogenizado de pulmén de 5 ratones para cada tiempo
experimental.
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3.4 Cultivo de érgano

3.4.1 Viabilidad celular

Los fragmentos de pulmédn de ratdn sin tratamiento que se
cultivaron con diferentes concentraciones de Peroxisomicina A-1, fueron
viables segun los resultados obtenidos con la prueba de viabilidad de
LDH que se libera al medio de cultivo durante el tiempo de incubacién
(Fig. 19). en la que obtuvimos lecturas menores al 20% de unidades
totales de LDH que es la maxima cantidad aceptable que indica la
viabilidad de un tejido in vifro.
Estos resultados fueron obtenidos tanto para cultivos control como para

las diferentes concentraciones de Peroxisomicina A-1.
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- Prueba de viabilidad
% 1ooI
%)
" $g80 ¢
iigmf
B35
Hol
1 Ei1
“ 104
Y P S —
‘ 0 1 2 4 6 8 12 24 Peroxisomiding Al
Tiempo (h) ~#— Confrol

Figura 19. Uberacién de LDH al medio de cultivo en presencic y ausencia de
Peroxisomicina Al ( 2ug/ml) a diferentes tiempos de cultivo. La actividad de LDH se

determiné por triplicado, en el sobrenadante del medio de cultivo de cada placa.
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3.6.2 Andlisis por microscopia de luz de los explantes de pulmén en
cultivo de organo.

El andlisis por microscopia de luz de los explantes de pulmén
incubados con Peroxisomicina A-1 a diferentes tiempos mostré espacios
alveolares bien distendidos y tabiques interalveolares delgados; no se
observd la presencia de PMN, eosindfilos, linfocitos o células NK
atrapados en la luz de los capilares alveolares, se observé una
apariencia histolégica normal del pulmén. La Unica alteracién que se
observé fue que los macrofagos alveolares mostraron  signos

morfolégicos de activacion (Fig. 20).

Estos  resultados fueron similares para las  diferentes
concentraciones de Peroxisomicina Al utilizadas.
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Figura 20. Puimén de ratén A) Control sin fratamiento que muestra espacios alveolares bien distendidos a,
tabiques interalveolores delgados (flecha) y capilares ocupados por eritrocitos. B) 6h de cultivo de érganc
en presencia de 2ug/ml de Peroxisomicina A-1 obsérvese los espacios alveolares bien distendidos a,
tabiques interalveoiares delgados (flecha) macréfagos alveolares con signos morfoldgicos de activaciéon m.
Fotomicrografia de Iuz. Inclusidn en resinas epdxicas, Azul de toluidina, 126x.
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3.6.3 Andlisis ultraestructural de los explantes de pulmon en cultivo

En el andilisis ultraestructural de los explantes de pulmén incubados
con Peroxisomicina A-1 no se encontrdé dano en células endoteliales ni
en neumocitos tipo |, se observé la barrera alvéolo-capilar integra en
todos los tiempos de incubacion y a diferentes concentraciones de
Peroxisomicina A-1 {Fig. 21)

Un hallazgo importante fue el de los macréfagos alveolares, los cudles
mostraron signos morfoldégicos de activacion caracterizados por la
presencia de abundantes vesiculas vacias en el citoplasma, ademds de

iregularidad en el contorno celular, lo que indica una intensa actividad
celular {Fig. 22)



Figura 21. Pulmdn de ratén en cultivo de érgano A)Control sin Peroxisomicina A-1 obsérvese un capilar
ocupado por un eritrocito y ka bamera alvéolo capilar delgada (flecha), B)éh de incubacion en presencia
de 2ug/ml de Peroxisomicina A-1 que muestra un capilar alveolar con la barrera alvéolo capilar integra.
{flecha). Micrografias elecironicas de fransmision. Inclusidon en resinas epdxicas, Contrastacion de cortes
ultrafinos con Acetato de uranilo y Citrato de plomo. 7000x
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Figura 22. Macréfago aiveoiar de pulmdén en cultivo de drgano incubado con 2ug/ml de Peroxisomicina A-1
que muestra abundonies vesiculos vacias en su citoplasma (flecha). Micrografia Electrénica de Transmision
Inclusién en resinas epdxicas, Contrastacidn de cortes ultrafinos con Acetato de uranilo y Citrato de plomo.
7000x



CAPITULO CUATRO

DISCUSION

Los resultados obtenidos en el presente trabdjo permiten aceptar
la hipétesis de trabajo propuesta, ya que se logrd identificar la presencia
de TNFe tanto en el suero como en el homogenado pulmonar de
ratones intoxicados con Peroxisomicina A-1, en concentraciones
significativamente superiores a los presentes en los animales control sin
tratamiento. Ademds se encontré una estrecha relacién entre la
cantidad de PMN presentes en la regién alveolar del pulmén y la
conceniracion de TNFa en suero y pulmoén.

Sobre la ultraestructura del pulmén de hémster, cobayo, rata y

mono intoxicados experimentalmente con  Peroxisomicing  A-1,
Sepllveda y col.¥ proponen andalizar la participacién de factores
mediadores del dano pulmonar. Con base en este reporte nos
propusimos evaluar la relacion existente entre los PMN vy el TNFa al
comparar los datos obtenidos con los provenientes de animales control
sin tratamiento, control vehiculo y control positivo tratado con LPS.
Las alteraciones morfolégicas observadas en el pulmén de ratdn
descritas en este trabajo no habian sido reportadas con anterioridad. Y
coinciden con las descripciones realizadas por Sepulveda y col. en
otras especies estudiadas.

Como una forma de cuantificar el grado de dafo pulmonar

presente en los ratones intoxicados con Peroxisomicina Al se disefid un

62
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andlisis morfométrico en el que se contaron los perfiles celulares de PMN,
linfocitos y macréfagos presentes en la regién alveolar del pulmon, en los
cortes histologicos estudiados.

El andlisis morfométrico por microscopia de luz, mostré que hay un
aumento gradual en la cantidad de PMN, linfocitos y macréfagos en
funcion del tiempo. Esto coincide con la lesion pulmonar de animales
que recibieron TNFa recombinante’s en los que se reporta un incremento
de PMN desde los 30min que fue mas marcado a las 2h.

También se encontré que los vehiculos; aceite de cartamo vy
Haemaccel por si mismos causan un aumento en la cantidad de PMN,
linfocitos y macrofagos pero estos no aumentan en funcion del fiempo.

Cuando se utilizaron vehiculos acuosos para disolver la
Peroxisomicina A-1 el aumento de PMN fue mayor en tiempos iniciales,
que el observado en el tratamiento de Peroxisomicina A-1 disuelta en
aceite de cartamo. Posiblemente la Peroxisomicina A-1 en presencia de
vehiculos acuosos se absorbe mds rapido y se observa el efecto a
tiempos mds cortos.

En el andlisis morfométrico se enconird que el tratamiento de
Peroxisomicina A-1 disuelta en Haemaccel, causé un aumento en la
cantidad de linfocitos en todos los tiempos experimentales, superior d los
valores que se encoentraron con los siguientes tratamientos: LPS (control
positivo), Peroxisomicina A-1 en suspension con solucion salina y
Peroxisomicing A-1 disuelta en aceite de cartamo.

Se enconiré también que el vehiculo Haemaccel es capaz de causar un
acumulo de linfocitos superior a los que se encontraron con la

administracion de los vehiculos aceite de cdartamo, solucién salina y
control sin ningon tratamiento.
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Estos datos sugieren la existencia de un estimulo de la respuesta
inmune en los animales intoxicados experimentalmente con
Peroxisomicina A-1 disuelta en Haemaccel.

En los tratamientos con Peroxisomicina A-1 en suspensidbn con
solucién salina y Peroxisomicina A-1 en dilucién con Haemaccel se
enconiraron niveles alfos de TNFa en suero y en pulmén en los tiempos
iniciales de intoxicacion (1.5h). A tiempos mayores no se encontraron
niveles altos de TNFa. La concentracion de TNFa en fiempos iniciales se
correlaciona con la mayor cantidad de PMN encontrada a estos mismos
tiempos de intoxicacién. Esto coincide con lo reportado por Leeper-
Woodford y col. ellos encontraron TNFa en circulacion desde 920-120min
después del inicio de septicemia’?

Con el tratamiento Peroxisomicina A-1 disuelta en aceite de
cartamo no se enconiraron niveles altos de TNFa en suero, a pesar de
que se abservo la lesion pulmonar caracteristica. No obstante se
encaontraron niveles aitos de TNFa en el lavado peritoneal de ratones
infoxicados con Peroxisomicina A-1 disuelta en aceite de carfamo (datos
no mostrados)

Se encontraron niveles moderados de TNFa presentes en el suero y
en el pulmdn de animales que recibieron el fratamiento con el vehiculo
aceite de cdartamo. El andlisis por microscopia de luz, del pulmdn de
estos animales mostré que si existe un acUmulo de PMN en los capilares
alveolares, pero estos no aumentan con respecto al tiempo de
intoxicacion.

En el tratamiento con LPS (control positivo) se encontrd la mayor
concentracién de TNFa en suero y en pulmon ya gue es el inductor mas
potenie conocido, también se observd la lesidon histopatolégica
caracteristica del SIRA en su fase aguda lo que nos permitié comparar
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los hallazgos histopatoldgicos presentes, con los observados con los
tratamientos de Peroxisomicina A-1.

Por oifro lado se compard la lesion pulmonar causada por la
intoxicacion experimental en ratones cepa CD-1, con el efecto presente
en explantes de pulmon incubados con Peroxisomicina A-1 a diferentes
concenfraciones.

Al evaluar la ultraestructura de los explantes de pulmén en cultivo
se encontrd que no presentan ninguna aiteracién de la morfologia
normal de la barrera alvéolo-capilar. Esto sugiere que es necesaria la

presencia de células y de mediadores quimicos, que se encuentran en
la sangre en el animal completo.

Nuestros resultados sugieren que el TNFa no es el Unico mediador
quimico involucrado en el desarrollo de la lesién pulmonar ya que a
tiempos de intoxicacién mdas largos los niveles de TNFa disminuyen pero
la cantidad de PMN y la magnitud de la lesién pulmonar siguen en

aumento, lo que sugiere la participacion de otras citocinas causantes de
la lesién pulmonar.

En base a estos resultados se propone un mecanismo de dano pulmonar
causado por Peroxisomicina A-1(Fig. 23}
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PEROXISOMICINA A-1

Activacién de macréfagos peritoneales

Actwacnén de macnifagos alveolares
Accnén endocnna
Aumento de TNFa Accion pnracnna
Sangre periférica de ratones
intoxicados

Actimulo de PMN
Activacion Amplificacion de Ia
dema en Céonta endotedial respuesta por otras
. citocinas
ek tipol Infiltracion de Linfocitos
‘ Células NK ?

Membrana hialina
Ruptura de la barrera alvéolo-capilar
Hemorragia alveolar

Figura 23 Mecanismo propuesto de darno pulmonar

Recienfemente se ha reportado que el TNFa es la citocina que
activa una serie de eventos que desencadenan la liberacién de otras
citocinas$® entre ellas IL-8 cuya funcidon es la de incrementar Ia
quimiotaxis, desgranulacion, liberacién de enzimas lisosomdles, asi como
la expresion de moléculas de adhesién en PMN. La IL-8 es una quimocina
alfa producida principalmente por macréfagos activados y por una gran
variedad de tipos celulares después de la administracidn de un agente
estimulante como LPS, TNFa, IL-1342.63.64, por lo que se propone que esta
citocina, entre ofras, sea la que mantenga la lesidn pulmonar en tiempos
de intoxicaciéon mds prolongados.
Probablemente esto es l0 que sucede en los animales infoxicados con
Peroxisomicina A-1 en los que el TNFa esta presente en tiempos iniciales,
pero que posteriormente disminuye. Todo esto sugiere que el TNFq sea el

iniciador de una cascada de eventos en los que intervienen ofros
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factores amplificadores de la lesién observada en el tejido pulmonar a
tiempos mayores posteriores a la intoxicacién.

Los hallazgos encontrados en este trabojo sugieren que la
Peroxisomicina A-1 causa la activacion de macréfagos peritoneales y
alveolares, ya que se conoce que este tipo celular produce la mayor
cantidad de TNFa posterior al efecto de un estimulo?/.

Nuestros resultados permiten suponer la pariicipacién del TNFa en
el desarrollo de la lesidn pulmonar en ratones intoxicados con dosis
toxicas de Peroxisomicina A-1. Es posible que este mecanismo intervenga
en el caso de la intoxicacion en humanos.

Existen reportes de pacientes intoxicados con el fruto completo de
plantas del genero Karwinskig, que cursan con neutrofilia, la cual fue
asociada a complicaciones bronconeumonicas’, sobre esie dato
nuestros resultados sugieren la participacion de factores estimuladores
de neutrdfilos como el TNFa.

Por otro lado los resultados que se obtuvieron a partir del estudio in
vitro incubando los explantes de pulmén en presencia de Peroxisomicina
A-1 indican la participacion de mediadores quimicos del dano pulmonar
presentes en el animal completo, que al no estar presentes en el sistema
in vitro evitan la lesién causada por Peroxisomicina A-1.

En un estudio en el que se incubaron PMN en presencia de
Peroxisomicina A-178, se enconiré que los PMN presentaban signos
morfoldgicos de activacién, representados por una gran cantidad de
vesiculas vacias y la presencia de seuddopodos en la membrana celular,

por lo que no se puede descartar el probable estimulo directo de la
Peraxisomicina A-1 sobre los PMN,
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En la lesibn pulmonar causada por Peroxisomicina A-1 disueita en
haemaccel, se encontrd la presencia de un tipo celular diferente, que se
identificé morfolégicamente como comespondiente a las células NK79,
No podemos descartar la posibilidad de que también estén involucradas
en el desarrollo de la lesion pulmonar, ya que se conoce que este tipo
celular se estimula por la presencia de citocinas como TNFa, por lo que

es necesario evaluar su participacion.

La figura 23 resume datos e informacién recabada en este trabajo
en forma de un mecanismo propuesto de danc pulmonar el cual
permite proponer la participacién del TNFa en el desarrolio de la lesion
pulmonar, asi como su relacion con el infitrado celular de PMN,
linfocitos, macrofagos alveolares y células NK. Es importante senalar que
la lesion pulmonar coincide con la descrita para el SIRA en su fase
aguda33,

Con lo anterior no se descarta la participacion de otros factores
amplificadores de la lesion, por 10 gque el TNFa se considera el iniciador

de una cascada de eventos quimicos y celulares que intervienen para
llevar a cabo el dano pulmonar.

Este modelo animal reproduce la lesién pulmonar caracteristica
de este tipo de infoxicacién, por lo que es Util para continuar el estudio
de diferentes mediadores del dafic pulmonar, asi como también para la

identificacion precisa de las células participantes tales como las células
NK.



CAPITULO CINCO

CONCLUSIONES, PERSPECTIVAS Y CONTRIBUCIONES

5.1 CONCLUSIONES

1.-Se acepta la hipdtesis de trabajo propuesta:
" El efecto de la Peroxisomicina A-1 sobre pulmén se debe a una

estimulaciéon de los granulocitos neutréfilos, llevada a cabo por
mediadores como el factor de necrosis tumorala "

2.-El infiltrado celular de la lesion pulmonar inducida por Peroxisomicina
A-1 estd formado por PMN, linfocitos y macréfagos

3.-La Peroxisomicina A-1 induce una elevaciéon rdpida del nivel de TNFa

en sangre y en pulmoén, que varia con |os distintos vehiculos utilizados y
gue es mas intensa y de répida aparicién con la utilizacién de vehiculos
acuosos (haemacel y solucién salina).
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4 -Existe una correlacion entre la cantidad de PMN y la concentracion
de TNFa en los tiempos iniciales de la intoxicacién con Peroxisomicina A-
1.

5.- La lesidn pulmonar inducida por Peroxisomicina A-1 es progresiva d
pesar de que los niveles de TNFa disminuyen en el tiempo; o cual sugiere

la participaciéon de otros factores activadores de los PMN.

6-Tanto las alteraciones histolégicas [acOmulo de PMN) vy
ultraestructurales (dafo a la barrera alvéolo capilar) observadas en el
pulmén de ratén intoxicado con Peroxisomicina A-1, como los niveles
aumentados de TNFa en sangre y pulmdn, coinciden con lo reportado

para la fase aguda del SIRA.

7 - Las alteraciones observadas en el animal completo no se reproducen
en los explantes de pulmon incubados con Peroxisomicina A-1 in vifro, lo

que comprueba la participacion de factores que no estan presentes en
el cultivo de érgano.

5.2 PERSPECTIVAS

1.- Estudiar la participaciéon de otras citocinas involucradas en la lesién
pulmonar causada por Peroxisomicing A-1.

2.-Estudiar si existe estimulacion de macréfagos alveolares y peritoneales

cuando la administracion de la Peroxisomicina A-1 es infraperitoneal.
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3.-Analizar cual es el significado del aumento de linfocitos observado en

la intoxicacion de Peroxisomicina A-1 en dilucidon con Haemaccel.

4. -Confirmar por medio de marcadores inmunocitoquimicos la identidad

de las posibles células NK, presentes en la lesion pulmonar cuando se
administra la Peroxisomicina A-1 disuelta en Haemaccel.

5.-Buscar la relacion existente entre el aumento de linfocitos y el posible
efecto antineoplasico de la Peroxisomicina A-1

5.3 CONTRIBUCIONES

Los resultados obtenidos en este trabaqjo nos permiten propener un
mecanisme de danc pulmonar causado por la intfoxicacion
experimental con Peroxisomicina A-1; por lo que este trabajo marca el
inicio de una linea de investigaciéon que nos permita continuar con el
esclarecimiento de los mediadores quimicos y celulares involucrados en
el desarrollo de la lesién pulmonar. El modelo animal ulilizado en este
trabgjo (ratdn cepa CD-1) es de facil obtencidén y manejo en el

laboratorio, por lo que es un modelo Util para continuar con otros
estudios.
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APENDICE A

TECNICA DE INCLUSION EN RESINA EPOXICA

1. Fragmentar el pulmén en porciones de |mm3, fijar en una solucién de
Karnovsky-lto a temperatura ambiente por 30 minutos.

2. Lavar fres veces de cinco minutos con buffer de cacodilatos 0.1 M pH 7.2-7.4
3. Post-fijar con tefradxido de osmio al 2% por 30 minutos.

4. Lavar tres veces de cinco minutos con buffer de Cacodilatos 0.1M pH 7.2-7 .4
5. Contrastar en bloque con Nitrato de uranilo al 1% por 30 minutos.

6. Lavar tres veces de cinco minutos con buffer de cacodilatos 0.1M pH 7.2-7.4
7. Desidratar las muestras durante cinco minutos cada uno, con acetona al
30%, 50%. 70%, 90%. y tres veces con acetona al 100%.

8. Impregnacién del tejido en una mezcla 1:1 de Acetona-Epon (Resinas
epdxicas) durante toda Ia noche.

9. Pre inclusién a temperatura ambiente durante 60 minutos, colocando las
muestras en moldes para inclusién con epon al 100%

10. Inclusién y polimerizacion a 60°C durante 24-48h

FIJADOR KARNOVSKY-ITO
1. Se disuelven 1é6gr. de paraformaldehido en 400ml de agua desionizada.
2. Calentar cerca del punto de ebullicidon y agregar varias gotas de hidréxido
de sodio para quitar la turbidez.
3. Agregar 32ml de glutaraldehido al 25%, 0.08gr de acido picrico y 400ml de
buffer de cacodilatos 0.1M pH=7.2-7.4
4. Guardar en un frasco dmbar.
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TINCION DE CORTES SEMIFINOS CON AZUL DE TOLUIDINA

1. Obtener cortes {1um) de pulmdn procesado con resinas epoxicas

2. Colocar los cortes en un portaobjetos

3. Mediante el uso de una placa de calor pegar los cortes al portaobjeto.

4. Colocar una gota de Azul de toluidina [ 5gr de Borato de sodio, 100ml de
agua desionizada, y azul de toluidina 1gr.) sobre los cortes por 10 segundos.

5. Lavar el portacbjeto con agua destilada hasta quitar el exceso de colorante
é. Pasar gentiimente una gasa limpia sobre los cortes para secar el exceso de
agua.

TECNICA DE CONTRASTACION DE CORTES FINOS

1. Obtener cortes finos (100nm)

2. Montar los cortes en rejillas de cobre

3. En una caja petri limpia colocar las rejillas con los cortes hacia abajo sobre
gotas de acetato de uranilo [disolver 0.5g de acetato de uranilo en alcohol
etilico al 50%)

4. Lavar las rejillas con agua ultrapura por un minuto y dejar secar

5. Colocar las rejillas con los cortes hacia abagjo sobre gotas de citrato de
plomo al 0.4% {0.04g de citrato de plomo en 10 ml de agua ultrapura) agregar
tres gotas de hidréxido de sodio al 10% para ayudar a disolver)

6. Lavar con agua ulirapura por un minuto y dejar secar sobre papel filfro en
una caja de petri cerada.
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TABLA IV
CULTIVO DE ORGANO: CARACTERISTICAS Y CONDICIONES EMPLEADAS
PARA EL PULMON DE RATON CEPA CDI1

' incubacion a 37°C (6-8 e
explantes de pulmon de’ *ffi%* -de PA] s:g -3 2 'placas“;t o+ de Lt
Imm?3 con MEM y M ‘ 117 de’ oltj)ygh ’In<:‘\1bt:cn:§1‘iw
i suplementos ). aho
5 Cuatro concentrocno nes 0.0pg/mi 4
dePAly 0.2ug/ml 4
controles sin P Al de cada 2.0ug/mi 4 1,2,4,6,8,12
tiempo de cultivo 5.0ug/ml 4 24h
25ug/mi 4

a Como ya s& menciond la Peroxisomicina A1 se disolvié primero en etanol absoluto y después en medio de
cultivo.

b Cada placa de cultivo fiene 8 espacios Utiles para colocar explantes de culfivo de érgano

¢ Las diferentes concentraciones de PA1 y controles comespondientes se cultivaron por triplicado para
cada tlempo de incubacion.
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METODO PARA DETERMINAR LA ACTIVIDAD DE LACTATO
DESHIDROGENASA (LDH)

1. Centrifugar los medios de cultivo (14,000 rpm, 4°C 5-10 minuios) para obtener
el sobrenadante.

2. llevar a cabo la reaccidn enziméfica directamente en la cubeta
espectrofotométrica agregar 833ul de unag solucién de B-NADH (0.113mg/ml
disuelto en el amortiguador de Tris-HCL, libre de inhibidores) mas 70 pl de

sobrenadante del medio de cultive, tapar la cubeta y agitar dos veces por
inversion.

3. Anotar el valor de la absorbancia de "fondo" (background) a 340nm cada

minuto hasta que la lectura se estabilice. Normalmente se determino la
absorbancia durante 3 a 4 minutos.

4. Iniciar la reaccidén enzimdatica, agregar 167ut de piruvato de sodio [9.76 mM

disuelto en amortiguador Tris-HCL) tapar la cubeta y agitar dos veces por
inversion.

5-Anotar la disminucién en la absorbancia a 340nm cada minuto y monitorear

hasta por 10 minutos, o hasia que ocurra un cambio lineal de la absorbancia
de >0.2

6. Para los cdiculos de la actividad enzimdtica, se determina el cambio
negativo en la absorbancia a partir de la adicién del piruvato, se utiliza la

absortividad molar del NADH (6.22cm?/umol}) y se aplica la férmula
comrespondiente.

U/mi= A Abs.(340nm) X 1min x 1.07ml *
(6.22cm?/pmol) (1em) (min) 10 min 0.07 mi

*e =6,22cm?/umol de NADH
10 min = Tiempo de ensayo
1.07ml = Volumen total de ensayo en la cubeta

0.07ml = Volumen de la fuente de enzima en la cubeta
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CUANTIFICACION DE TNFa POR ELISA

1. En los pocillos de la placa de ELISA se colocaron 100ul de estandares de
TNFo de O pg/ml, 35pg/ml, 140pg/ml, 560 pg/ml y 2240pg/ml por duplicado y
50ul de suero problema y coniroles. A todas las muestras de suero problema y
confroles se les agregd 50ul de buffer de lavado, se cubrid la placa con cinta

adhesiva y se incubd a 37°C por 2 horas.

2.Transcurrido este fiempo se removio el liguido invitiendo la placa y dando
una fuerte sacudida. Cada uno de los pocillos se lavd cuatro veces con 200pl

de buffer de lavado cada ves, la placa se coloco sobre papel secante para
retirar el exceso de liquido.

3. Enseguida se agregé 100ul de conjugado HRP anti TNFa en cada pocillo, la

placa se cubrié con cinta adhesiva y se incubd a 37°C por 1 hora.

4. Después de esta incubacién, se removié el liquido y cada uno de los pocilio
se |lavd cuatro veces de la manera antes descritq, se secd el exceso de liquido.

5. Se agregd 100ul de solucidn de sustrato a cada pocillo, se incubo a

temperatura ambiente en la oscuridad por 10 minutos,

6. Para detener la reaccion se agregd 100ul de acido sulfurico 1M. El color azul
de las placas cambid a un color amarillo, la intensidad del color es
directamente proporcional a la concentracién de TNFa.

7. Se leyé la absorbancia a 450nm en un lector de placas de ELISA ajusiando el
0 con el estandar de 0 pg/ml.



8. Al obtener las lecturas de los estdndares se hizo una curva de concentracién
mediante un andlisis de regresion lineal y se calculd la concentracidon de las
muestras problemas. Se tomé en cuenta el factor de dilucién 2 para la

concenfracion final de los problemas.

CURVA PATRON TNF*

o -
0 = N

o
>

Absorbancla (450nm)
o
o

e
N
[

0 500 1000 1500 2000 2500
PYINF® /mi

Figura 24. Curva patrén de TNFa cada punto representa los valores de los
estdndares utilizados y los puntos resultaron del andlisis de cuatro

determinaciones
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METODO DE LOWRY PARA DETERMINAR LA CONCENTRACION DE PROTEINA

Se llevo a cabo una precipitacion de proteinas con acido tricloracético de la
siguiente manera:

1. Se colocé 0.5ml de la muestra (sobrenadante del homogenizado) en
dilucién adecuada mas 1 ml de Acido tricloracético (TCA) al 10%, se reposaron
los tubos por 10 minutos, posteriormente se centrifugaron a 2000rpm por 20-30
minutos, se decantd el sobrenadante de todos los fubos y se procedio a secar
la pared de cada tubo.

2. A las muestras precipitadas en forma de pasfilla se agregé 0.399ml de una
solucién que contenia: 0.033mi de tartrato de Na y K af 0.6%,

0.033ml de CuSO4 al 0.3%,

0.033ml de Na2C Oz al 30%,

0.1ml de NaOH 0.8N y

0.2ml de agua desionizada.

El volumen final de cada tubo fue de 0.4ml.

3. Posteriormente se agregé 0.033ml de Folin Ciocalteau 2N y 0.167ml de agua
desionizada.

4. Incubacion a temperatura ambiente por 30 minutos.

5. Determinar la absorbancia a 750nm ajustando el cero con el blanco de
reactivo.

6. Para los célculos de concentracion de proteina se utilizaron los valores de |a
curva patrén de BSA y se aplico la formula comrespondiente.
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CURVA PATRON DE PROTEINAS
LOWRY

=)
]
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ABSORBANCIA (750nm)

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
CONCENTRACION Hg/mi

Figura 25. Curva patrén de proteina, cada punto representa el promedio de
10 curvas patrén con su desviaciéon estédndar y los puntos de cada curva
resultaron del andlisis de tres determinaciones.
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IMAGING OF LIPOPOLYSACCHARIDE (LPSIRELEASE AND OUYER MEMBRANE
DISRUPTION IN Pssudomonas peruginosa BY X-RAY MICROSCOPY.

M_J, Myuspzynakl snd J. 8. Ralysauru. Arncld Paimer Hospital for Children and
Women, Qfando, FL 32808.

LPS ie on Imp factor in pathog in of Infl fon cf tatle for
1he L. ] in Cyatic hrosls (CF] patianty. P.ssrvginoss

I befieved to mtvlvc In the CF lung a8 microcolonlos covomd by tloflims; in

ddition, the 7. g7 straina izolated fram CF p oo slzo Mghly
mucold v Yhn- factors vuggest that P, ssruginoss lurh:u Is muakod and yhould
nol be inducing such inf) tion. We vased a banch-top tourca of laser {nsec)

plesme o genorate X-reya ta Image Yve gofts [In 0,9% phosphste bultared
aalinzl. A 54 cell suspension was placed on s phatoresisi. covered with =
(100nm) SIN window, sasled and then positioned In vacuum closs 10 the X-ray
source. The revist waa then scanned by stomic lorce microscope (o generats
.n Image of differential X-ray anorp{Ion By this tachaigque we have caplured

ges | < 10 ) of Ilvu colts of P:wdwono:-wvglnw- irs
| and ] wenn i d by adding g " bt 25pg/ml
for 15 mh . X-rmy micrographa of g dcin treatad calls thow farmaton

ot distinct basd4lke stru on cell surfaca, call snvelope dissociston end
presence of granulse content [0-7pm scale) batwesn call and snvelope. We
pronose that vse of some sattbloties, may lwad 10 sontinuous selecse of LPS
fron partially damaged bactaris to rexult In led i vivo Iaductlon of
inflemmatory medlatars from nesutrophfis end mecrophages losding to 1evere
lung damags. This work was sowonod by a grant from Mr.John Brittingham
15 Orlanda Repional Heal

4567

KETAMINE SUPERINDUCES HEME OXYGENASZ-1(HO-))
IN MURINE PERITONEAL MACROPHAGES AFTER
EXPOSURE TO ENDOTOXIN (LPS)
Keith Huntes, Augustine MK Choi*, Melville Wyche, (SPON:MCHOD).
Depaniments of Anesthesiology, Howard University, Washington, DC
20060 and Pulmonary and Critical Care Medicine®. Johns Hrpkins
University. Balumore. MD 21224

Keranune is 3 sympathomimetic ancsthenc agent that has been recognized
for sts prosective rale in endotoxic shock and in LPS-induced lung injury.
Anloxidant enzymes have been shown to provide prolection againss the
deleterious effects of LPS. Here we chose lo examune whether one such
antvaidant enzyme and stress response gene heme oxygenase:t (HO-1) may
plav arole in the ketamsne-induced protective effect against LPS. Murine
peritoneal macrophages (RAW 264.7 cells) were exposed ta LPS (| pe/ml) in
Ih¢ presence or absence of Ketamide and the sieady state levels of HO- |
mRNA were deiermined by Northem blot analysis, LPS treatment indoced
HO-1 mRNA levels in RAW 264 7 cells in a time and dose dependent
manner. When cells were preireated with ketamine ( [0 pg/ml) for | h prior to

exposure to LPS (1 pg/ml). we observed that ketamine caused a
superinduction of HO-1 mMRNA. Kelanune alone also induced HO-| mRNA
levels in RAW 264.7 cells. Our data suggest that the sicess response gene
HO-| mav play a role in ketamine-induced protection against LPS.

Supported by: Foundation for A ia Education and Research

4569

PEROXISOMICINE A-1 INDUCES THFa SECRETION AND PMN INFILTRATION IN
THE LUNG MICRDVASCULAR BEQ OF THE ALBINO MICE (CD-1). R. Balleaterns. §.
Elores. A Pifieyro and (J  Seoubtvedal. Dept. de Histologia. Microdiologla y
Farmacnlogis. Facuitad de Medicing, U.AN.L.. Moniemey. Nusvo Ladn, Méxica. 64460,
Accidental héntion of ripa Aty [rom gerus Xarmskia planis causes fiaccid peratisis
m intoxicaled humans. After a &eratire review we lound thal dealh in intoricaled
humans 1§ covsed by hung di ctian such as!resp y failyre, p g, nngd
cardio— aspicaiory arast, In 3 previous sludy we reporied thal TS14 or Peroxisomicine «
A-1, gne of the 10xic substances preaent in the frug of Xanvinsikiz, causes lung damage
by p i L) anxd breakage of 1he shreolo-capikary
mmm This lasion s simiar In tha one ¢escribed for the Adull Raspiralory Disfrass
Syndiome (ARDS) To hwther chartatedize e mg damade, we studied tha csfl pattem
wn the WNg of infoxicaled mice and lhe presence of tuMdr necrosis factar ata (TNFo)
both n Graotating Mood and in ung homogensies. sinos 1 is well establisbed that THFx

m ong of The man d In ma p of ARDS Mice were injecied
hhpnrm)weal?ymlhlhebﬂwng 1s. 1) E ine diszolad in
ol 2) pernxisomicne in safl sohdion, 3) p ' SS n h 1, 4)
Spopotysachande {LPS, positive conircd), 5) carth oR. 8) sak soksion. 7) ]
and §) negstive control withoul sy treatment.
Esch hall hour aftes Yeaiments kng and bicod begr at0s
hmduplnsh Pandulmgmsnmmwnemnshlo‘ipmmdm
ion, an thy remainning was b zed for THF quanti by
ELISA TNanuqu'mn‘udlnbbodlho IO nh Jong
e '-'by hon of PMN. M. pes and ly yies ware also present
ink v 0 Pagative ol Mnmumamhwu\gmd

serum of mice frexded with perdxisomicma. although higher concentrations wera found
when pervuisomicine was divied i aquose solutions. LPS causes the mast severe
demage fecorded snd the highest induction ol TNFa both m bioad snd lung
homogenala, Carhamrs of inducad s sight PMN infraiion W the lung snd TNFa
inciease both in lung and serum
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UPREGULATION OF MURINE ICAM-1 1S INDEPENDENT OF
TNF-a AND IL-1b IN A349 CELLS EXPOSED TO
LIPOPOLYSACCHARIDE (LPS) Cathy Fakler. Bei Wu.

Tacil¥n Mc¢Micken. Stephen \Weliy, Bavlor ( oll. »l Med.

TCANLT s Tncreased tn mause Tungs exposed (0 hyperoxia or LPS. The goals
of this study were lo detecmine the mechanisms of [CAM-1 regulalion in lung
cells (A349) exposed 10 LPS, [CAM.L mRNA is induced at 1.2 and 4h of
exposure. To determine whether TNF-a or IL-1b mediate ICAM-1 induction
the cytokines were measured after LPS exposure. TXNF.a and IL.1b levels
were not deteclzble. To defermine whether levels below the limis of detection
vould induce [CAM-L. cells were incubated with ab to the cytokines. There
was no inbibition ICANI-) inductien. To determine DN A sequences of the
murine ICAM: 1 geneinvolved in the regniation of 1CAM-1. we sequenced 1he 3
Aanking region of murine [CAXI-1 from -24.54 10 the stace site. and made serjal
deletian canstructs. We reported Lhat LPS induced reporier gene expressions
in A549 cells Lrapsfected with sequences -353 and -309. but not with -280.
suggesting thal the DN between -309 and -28D is important for induction.
To determine the sequemce in Lhis region 1o whigh protein hinds we condycted
mobility shilt assavs in which we used as a probe the sequoence from -702 ta
-281, which contzing an AP-1 like site, and ghserved protein binding. Muntating
the AP-I-like site TGACTCC 10 CAGTTCC abolished binding. However, the
same mutalion in -3535 and -309 did not abglish induction. In con¢Jusion. LPS
induction of ICAM-1 is independent of TNF-a and IL-tb in A549 cells, and
protein binding 1o an AP-1ike site in the [CAM-1 ptomater does not appear
to elicit ICAM: | induction. Further studics to identifs mechanisms lor (CAM-
1 expression are crucial to molecilar interventions in sepsis. Supported by NiK
HD27823.
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CD14 and interleukin-8 are localized primarily 10 alveolar macrophages in &
rabbit model of acute bacierial pneumonia

W_Frev Kankawa, K_Wynani, T.R._Marti
the Universily of Washington, Seattle, WA 98108

N:uuoph-l (PMN) recruifment j5 an imporant companent of early

host defenses in bacterial pneurnonta Evidence suggests that membrane
CD14 mediates the recognition of gram caegative cell wall products by
macrophages, tesulting in the production of a variety of inflammartory
mediators including the PMN chemotactic factor, 1i.-8 Even though in
vitro deta has shown Lhal many cells are capable of making this chemokine,
it is unknown which cells are respossible for LL-8 production fn vivo
Gaals: To study the tissue distnbution of CD14 and IL-8 in the lungs of
normal rabbits and rabbits treatcd with intratracheal (1T) Eschericine cofi
Methods Rabbits were treated wath intratracheal X coir (| x 107 cfu) and
then studied 4 hr later  CODI14 and IL-8. were localized in lissue sections
using immunchistochemistry with polyclonal anti-rabbit CD14 antibody (S
pg/ml) and an affinity purified polyclonal anti-radbit [L-8 amibody (5

pg/ml). Results Using the anti-CD14 antibody. we observed that CD 4

staining localized primanly to AM in the lungs of normal and £. colr (reated
rabbits” When slides were stained using lhe ant-TL-8 amiibody, 1L-8
staining was seen only in the lungs of rabbits insiilled with E. coft and this
staining was localized primarily ta AM in these lungs Thus. wishin the
sensitivity of immunohistochemistry. CD14 and interleukin-8 are localized
primanly to alveolar macrophages in a rabbit model of E. coli pneumonia
Supported by NFH GM37696 and American Heart Association of
Washington

Seantle VAMC and
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[L-8 RECRUITS NEUTROPHILS TO THE LUNGS IN RESPONSE
TO AEROSOLIZED ENDOTOXIN _B,T. Pelerson, E.J.Miller apd P.
McWaters, University of Texas Health Center, Tyler, TX 75710 and
CSIRO Div. of Asimal Health, Paskville, Victoria, Australia.

To determine the mechanism of neutrophil (PMN) movement
through the lungs in response 10 aerosolized E Coli endotoxin (LPS), we
anesibetized 6 sheep with halothane, ventilated them with 25 mg LPS or
salinc (n=2). collected Iung ‘ymph and plasma every 30 minutes, and
performed 2 single-cycle lung lavages 3 hours laer.  The PMN
concentration in the epithelial lining fluid (ELF) was significantly greater
in the sheep that reeeived LPS vs. the control sheep (5421188 (s¢) vs
312 ocells/m) ELF, p<0.01). The IL-8 concentration also increased
above control values (1818 + 443 ve 15 1+ 4 ng/ml ELF) and there was
3 strong correlation between the PMN and IL-8 concentrations among the
12 lavages (r = 0.96, p<0.00}). The lung lymph contained no PMNs
and pegligible IL-8 concentrations.  However, in 4 additional sheep
anesthetized with pentobarbital, the fraction of PMNs in the lung lympb
incrcased 10 44 4+ 8% but the 1L-8 concentsaion increascd to only 53 +
28 ng/ml lymph, a value considerably less than that in the ELF (2019 4
542 ng/ml ELF) or the plasma (172 £ 41 ng/ml).  Therefore, we
conclude that IL-8 released into the air spaces in responwe to LPS recruits
neutrophils imo the lungs, but it does not explain the appearance of PMNs
in the lung lymph. (Supporicd by NIH grant R29-HL35622)






Electron Microscopy 1998

Paper presented at ICEM 4, Cancrn, Mexica, 31 August io 4 Sepiernber 1998
Symposium RR, Volume IV

501

Peroxisomicine A-1 induces TNFa secretion and pmn infiltration
in lung microvascular bed of the albino mice (CD-1)

R.Ballesteros*, S.Flores**, A. Pifieyro**#_ J. Sepilveda*

*Departamento de Histologfa Facultad de Medicinz, U.A.N.L., Monterrey, Nuevo Leén, México, 64460.
**Departamento de Microbiologia Facultad de Medicina, U.A N.L., Monterrey, Nuevo Leén, México, 64460.
***Departamentao de Farmacologia Facultad de Medicina, U.AN.L., Monterrey, Nuevo Leén, México, 64460.

Accidental ingestion of ripe fruits from genus Karwinskia plants causes flaccid paralisis in
intoxicated humans. After a literature review we found that death in intoxicated humans is caused by
lung disfunction such as:respiratory failure, pneumonia, and cardio-respiratory arrest. In a previous
study we reported that T514 or Peroxisomicine A-1, one of the toxic substances present in the fruit
of Karwinskia, cawses lung damage charcterized by polimorfonuclear (PMN) infiltration and

breakage of the alveolo-capillary membrane. This lesion is similar to the one described for the Adult
Respiratory Distress Syndrome (ARDS) [2].

To further characterize the lung damage, we studied the cell pattern in the lung of intoxicated mice
and the presence of tumor mecrosis factor alfa (TNFo) both in circulating blood and in lung
homeogenates, since it is well established that TNFa is one of the main mediators involved in the
production of ARDS. Mice were injected intrapentoneally with the follwing treatments: 1)
peroxisomicine dissolved in carthamus oil, 2) peroxisomicine in salt solution, 3) peroxisomicine in
haemaccel, 4) lipopolysacharide (LPS, positive control), 5) carthamus oil, 6) salt solution, 7)
haemaccel and 8) negative control without any treatment.

Each half hour after treatments lung and blood samples were collected, beginning at 0.5 h and up to
5 h. Part of the lung was embedded in epoxy resin for light Fig land electron microscopy evaluation,
and the remainning was homogenized for TNFo quantification by ELISA.

Peroxisomicine induced Jung damage characterized by infiltration of PMN Fig 2. Macrophages and
lymphocytes were also present in increased amounts compared to negative controls. TNFo was
present in the lung and serum of mice treated with peroxisomicine, although higher concentrations
were found when peroxisomicing was diluted in aguose solutions. LPS causes the most severe
damage vecorded and the highest induction of TNFa both in blood and lung homogenate[3].

Carthamus oil induced a slight PMN infiltration in the lung and TNF increase both in lung and
serum.
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Fig. 1. PMN in mouse lung treated with peroxisomicine A-1 and controls.

Fig. 2. PMN in alveolar capillary adherent to the endothelial cell (e). Edema and destruction of the
alveolar-capillary barzier is present (arrow) 7000X.
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