CAPITULO UNO

INTRODUCCION

El género Karwinskia es un taxén perteneciente a la familia
Rhamnaceae, constituido por arbustos y pequeios arboles, que incluye
15 especies cuyo hdbitat natural se extiende desde el sur de los Estados
Unidos de América a México, Centroaméricaq, norte de Colombia, Cuba,
Haiti y Republica Dominicana. Segun Ferndndez Naval, México cuenta
con 12 especies distintas, y de éstas Karwinskia humboldtiana destaca
por la mayor extensidn territorial de su hdabitat. En varias especies
animales, incluyendo al humano, la ingestién de grandes cantidades del
fruto de la planta causa intoxicacion 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, flacceida,
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 o a
ofras polirradiculoneuritis, con las que suele confundirse4567, Si el
paciente sobrevive, la recuperacidn es lenta pero puede ser completa.

Aunque se ha resaltado el cuadro neurolégico como el mds grave

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



que las aiteraciones respiratorias son las causantes de la muerte en las
personas que ingieren el fruto maduresso.i112, Como unda explicacién a
esto, se ha propuesto 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 nifios que presentaron
alieraciones neuroldgicas como  polimadiculoneuritis, pardlisis
ascendente bilateral, trastomos de la deambulacién y en los casos de
defuncién, el diagndstico fue de insuficiencia cardiorrespiratoria con

bronconeumonia terminal.

El principio téxico de esta planta se encuentra principalmente en
la semilla, a partir de la cual Dreyer y cols!4 exirgjeron cuatro
antracenonas diméricas, que fueron denominadas de acuerdo a su
peso molecular como: T-494, T-514, T-516, y 1-544. Su concentracién varia
en funcion del clima, altitud, composicién quimica del terreno y grado
de humedad existente en donde crece la planta.

Para el aislamiento y purificaciéon de estos compuestos Guerrero y
cols15 redlizaron una modificaciéon 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 gquimica
similar a partir de oiras plantas del mismo género: un diasteroisémero de
la T-514 de la Karwinskia parvifolia, la T-510 de la K.affin humboldtiana, vy
otro isdmero de la T-514 de la K. umbellata. '¢ Ademas 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 toxicoldgico 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 antracendnicos, sin embargo se encontraron
variaciones en el contenido de las toxinas. En el estudio toxicoidgico
readlizado con las toxinas purificadas, se observd que la T-544 es la
responsable del efecto neurcldégico, la T-596 produce un cuadro
diarréico cuando se administra oralmente y la T-514 causa dofo grave al
pulmdn, 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 realizaron estudios en cultivo de células de piel y de hepatocitos. Se
demosird que la T-514 causa mavyor toxicidad hepdtica que la T-544 in
vilro.1? Por ofra parte se analizd la toxicidad del diasteroisdmero de la T-
514 y se encontré 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 dano
neuroldgico periférico, llevaron a la determinacién de la DLse en distintas
especies de animales, ademds de otras pruebas de toxicidad aguda. La
curva de la distribucion de la letdlidad siempre mostré una forma
particularmente empinada, que habla de una variacion biolégica
estrecha, lo que permitid plantear la hipdtesis de que si hubiera toxicidad
selectiva de la T-514 entre células de origen benigno y células
neopldsicas malignas, por pequeiia que fuera, la T-514 podria tener un
potencial efecto antineopldasico?!.22,

Fue asi como Pifeyro y col.28 en estudios realizados in vifro en
diferentes lineas celulares humanas demostraron que la T-514 posee
dicho efecto en células neopldsicas de pulmén, de colon, v de higado.

Tales hallozgos han sido confirmados 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 farmaco
antineopldsico por lo que se solicité una patente para su uso, que fue
autorizada por la Comunidad Econémica Europea?4, Estados Unidos de
Norteamérica2s y Japdn2é.

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

Sepllveda y col.27 demostraron que la T-514 tfiene un efecto
selectivo e irreversible sobre los peroxisomas de levaduras metilotréficas,

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

Figura 1. Estructura quimica de la Peroxisomicina A-1



En ko intoxicacidn experimental inducida en ratones con el fruto
completo o con las toxinas purificadas T-514 y T-544, se demostrd que
tanto el fruto como las toxinas purificadas son marcadamente
citotéxicos y causan dano hepatopulmonar grave. En estos estudios se
establecié que la T-514 produce un efecto toxico mas marcado sobre el
higado, pulmdn y rindn que la T-544. La lesidon pulmonar se caracterizé
por congestion moderada y hemorragia alveolar?,

En la intoxicacion experimental con el fruto completo administrado en
rata, cobayo, hamster y pemrmo, se reprodujo el daho hepdtico y
puimonar. En la lesidn pulmonar se reporté congestion intersticial en
todas las especies y algunos animales presentaron edema y hemorragia

masiva??.

Sepullveda y col.® reportaron la ultraestructura del pulmén de
hémster, cobayo, rata y mono intoxicados experimentalmente con
Peroxisomicina A-1. Se demostrd la presencia de dafo a la célula
endotelial capilar, caracterizado por edema o lisis, ademds de un
acOmulo de nevtrdfilos polimorfonucleares (PMN) con  sighos
morfologicos de activacion, estrechamente asociados al endotelio
capilar; destruccién de la barmrera alvéolo-capilar y hemorragia, lo que
permiti¢ proponer la hipdtesis de que la intoxicacién con Peroxisomicina
A-1 causa un Sindrome de Insuficiencia Respiratoria del Adulto (SIRA), ya
que la imagen histopatoldgica es similar a la descrita como
caracteristica de este sindrome; y se propuso la paricipacion 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

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



El SIRA fue formalmente descrito en 194731, Se desencadena por
multiples causas y condiciones, tales como choque de cualquier
etiologia, procesos infecciosos, sepsis por bacterias Gram negativas,
traumatismos, sobredosis de drogas, tdxicos inhalados, trastornos
hemdaticos, trastornos metabdlicos?2, Tiene una mortalidad del 60-70% por
lo que ha sido motivo de una gran cantidad de estudios3?, tendientes a
esclarecer su patogénesis.

Uno de los principales hallazgos histoldgicos reportados para el
SIRA, es la infitracidn 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 redlizados en modelos
experimentales como ratas, conejos, cerdos, cabras, perros y monos han
permitido identificar a los PMN como los mediadores centrales del dafo
agudo al pulmon3s-38,

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

Ambos eventos involucran la activacién inicial de los macréfagos de
pulmén y de las células endoteliales del lecho capilar pulmonar. En un
esiudio sobre el dano agudo al pulmén, realizado en conejos, se
describieron alteraciones estructurales en los macréfagos alveolares,
como desorganizacion del citoplasma y vacuolizacidon, que se asocian
con la liberacidén de factores quimiotdcticos. Por ofra parte las células
endoteliales y los PMN expresan moléculas de adhesidn en la superficie
de sus membranas, y éstas al reconocerse y unirse facilitan la adhesién,

dando como resultado el acumulo de PMN en el pulmén? (Tabla |).



TABLA L
MOLECULAS DE ADHESION EN LA MEMBRANA CELULAR DE LEUCOCITOS Y CELULAS ENDOTELIALES.
Moléculas de adhesién Leucacito Célula endoftelial
Integrina-Inmunoglobulinge | CD11a/CD18 (LFA-1) ICAM-1  [CD54), ICAM-2
(CD102)

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

CR3)

CD11c/CDI18 ?

VLA-4 (CD49d/CD29) VCAM-1 {CD106)
Selectinag-carbohidrato b L-Seiectina (CDé&2L) glyCAM-1¢

Sialylated Lewis {CD15s) E-Selectina (CD62E)

Sialylated Lewis (CD15s) P-Selectina (CD62P)

8 Receptores de integrina en leucocitos gue se unen a figandos en ka célula endotelial que son miembros
de la famifia de las inmunocglobulinas.

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

e GlyCAM-1 es un ligando en venulas de endotelio alto, el ligando para L-Selecting en eéndotelio 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 dcide araquiddnico, proteasas y
factor activador de plaquetas enire otras. Las enzimas proteoliticas
digieren a las membranas y proteinas extracelulares, que junto con los
mediadores quimicos son a su vez un estimulo para el desamrollo de la
respuesta inflamatoria41.42,

Estudios iniciales sobre la etiopatogenia del SIRA implicaban a los
factores del complemento, metabolitos del dacido araquiddnico,
proteasas, plaquetas y factores de coagulacion como responsables del
dofio pulmonar4d44, Sin embargo, estudios posteriores realizados en
modelos animales demostraron que no se reproducen todas las
alteraciones pulmonares al administrar experimentalmente infusiones
intfravenosas de estos factores por separados.




Existen multiples agentes que pueden activar a los PMN, fales
como: las citocinas, fracciones del complemento, enzimas protecliticas
del plasma, metabolitos del acide araquiddnico, aminas, radicales
téxicos del oxigeno y enzimas hidroliticas#s. 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 gue se liberan bgjo el efecto de un estimulo??,

El TNFeo es un polipgptido de bagjo peso molecular, que se
encuentra en la superficie celular como un polipéptido de 233
aminodcidos. Este se fragmenta en un péptido mds pequefio, de 157
aminodcidos, que se encuentra en la circulacidn como un trimero,
ambas formas son bioldgicamente activas4s.

El TNFo es producido por varios tipos de células, aunque los monocifos 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 conocido4?.

En la fase aguda de la inflamaciéon, los macrofagos activados liberan
grandes cantidades de TNFa que induce la expresién de moléculas de
adhesion intercelular ICAM-1 en las células endoteliales y la expresion de
CD11a/CD18%51 en los PMN. El TNFa. 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
induccion de la respuesta inmune, estimula la proliferacidén de los
linfocitos T y aumenta la actividad de las células NK. Puede ser toxico
directamente para las células, a través de la produccién de radicales
toxicos del oxigeno. Actia de forma autocrina sobre los macréfagos
estimulando la produccidn de otras citocinas como Inferlevucina-1 {IL-1),
Interlevcina-é6 (IL-6), 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 I del
complejo mayor de histocompatibilidad, por lo que favorece Ia
actividad antimicrobiana del sistema inmune4s,

La endotoxina o lipopolisacdrido (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 intfravenosd se observa la presencia de PMN, linfocitos
y macréfagos en la microvasculatura pulmonar, ademds de dano a las
células endoteliales y edema intersticials$5¢.57, |Las alteraciones
observadas son similares a las que se encuentran en la endotoxemiaq, lo
cual sugiere que el TNFa es el primer mediador para desencadenar el
SIRA. En ofros estudios se administraron anticuerpos policlonales anti-TNFa
a ratones y conejos con choque endotdxico, y anticuerpos
monoclonales anti-TNFea a monos con bacteremia por E. coii , y se
observé que se inhibe el dafo letal causado por la endotoxina ©
bacteremiass.ss,

Estudics mas recientes han empleado una proteina de fusidn que
se une al TNF (TNF-BP) para neutralizar los efectos de TNF, dicha proteina
de fusibn comesponde a la porcidn extracelular del receptor de
membrana para TNFa. La neutralizacion del TNFo. protege al huésped
mediante: a) la atenuacién de la citotoxicidad de TNFa; b) inhibicién de
la liberacién de factores secundarios téxicos inducidos por el TNFa; vy )

prevenciébn de la liberacién de otras citocinas que en sinergia
incrementan la toxicidad del TNFas0.61,
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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 90 minutos, IL-1 de 3-4h, INFy e IL-46
a las 8h43,

Se ha implicado en la patogénesis del SIRA2 g la interleucina 8 (IL-
8) ya que causa activacion de los neutrdfilos, mediante el aumento de
quimiotaxis, desgranulacién y liberacion de enzimas hidroliticas, asi
como la expresién de moléculas de adhesion que le permite la unién a
las células endoteliales. Estudios recientes reportan que el LPS, TNFa, iL-1
son factores capaces de estimular la liberacion de IL-886465 de
diferentes tipos celulares como monocitos macréfagos, linfocitos T,
neutréfilos, células endoteliales. De lo 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%.67, en los que se enconiraron niveles de IL-8 mdés
altos en LBA que en suero. Este estudio sugiere la utilidad de la medicion
de IL-8 en LBA de pacientes con riesgo a desencadenar SIRA como un
indicador para el progreso del sindrome.

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

Como ya se menciond el TNFa actda de manera autocrina sobre
los macréfages para la liberacién de IL-1, IL-4, IL-8, factor activador de
plaquetas {PAF} y acido araquiddnico 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
Interferén 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 la permeabilidad endotelidl.
Subsecuentemente el endotelio libera éxido nitrico (NOJ el cual relaja al
musculo liso e inhibe la agregacion plaquetaria. La liberacidn de PGI-2
en respuesta al TNFa causa vasodilatacién y disminucién de la resistencia
vascular sistémica. La cascada del complemenio, particularmente los
fragmentos C3 y C5a, contribuye ¢ la estimulacién de los neutrdfilos. Los
neutrdfilos al unirse al endotelio inducen dafno por la liberacidn de
radicales toxicos del oxigeno y de enzimas lisosomales. Tracey y Cerami
propusieron que la produccién local de factores quimiotacticos
amplifica la lesibn mediante el aumento del nOmerc de neutrdfilos
adheridos al endotelio?,

Tomando en cuenta que el daiio 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
infoxicados experimentalmente con el frulo 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 lkado evaluar la presencia del TNFa. en suero
y en homogenado de pulmdn, y por oftra parte caracterizar por
microscopia de luz y electrénica la lesidn pulmonar mediante el andlisis
morfométrico de las células que se encuentran presentes. Todo esto con
el propodsito de conocer si el TNFa estd relacionado con la lesidn
pulmonar ocasionada por la intoxicacién 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 Hipoétesis de Trabajo

El efecto de la Peroxisomicina A-1 sobre pulmdn 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.-Intoxicar ratones cepa CD-1 por via intraperitoneal, con 13.04 mg/Kg
de peso de Peroxisomicina A-1 disuelta en diferentes vehiculos (aceite

de carfamo, solucién salina, Haemaccel).

2.-Caracterizar la lesién pulmonar por un andlisis morfométrico con

microscopia de luz.

3.-Evaluar los cambios uliraestruciurales que ocurren en la celula
endotelial y en la bamera alvéolo-capilar.

4-Cuantificar el TNFa en suero de animales intoxicados

experimentalmente con Peroxisomicina A-1.

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

animales intoxicados experimentalimente con Peroxisomicina A-1.

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

(vehiculos vy sin tratamiento).
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7 -Evaluar con microscopia de luz y electrénica de transmision la lesidon

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

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 jévenes (30-35g) del
bioterio del departamento de Histologia de la Facultad de Medicing,

Universidad Autonoma de Nuevo Ledn.

2.2 Equipo
Homogenizador de tejidos BELLCO, 30-1100 rpom de velocidad, 110 volt y
60Hz, con vaso de vidrio Potter-Elvehjem y émbolo de tefldon
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
Espectrofotémetro Beckman

Ultramicrotomo LKB BROMMA ULTROME® MODELO 2088

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

14
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Fotomicroscopio Carl-Zeiss modelo 1.

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 carbdn y filtros de ésteres de

celulosa (poro 0.22um) biocldgicamente inertes.

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

Los reactivos y material utilizados en la técnica de microscopia
electrénica: glutaraldehido al 25%, paraformaldehido, dcido picrico,
tetradxido de osmio, nitrato de uranilo, cacodilato de sodio, resinas
epdxicas de baqja hidratacién, rejillas de cobre, acetato de uranilo,
citrato de plomo, qzul de foluidina, moldes de inclusién y material
quirdgrgico 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 electréonico de
transmision fueron de la casa Agfa-Gevaert AG. El papel para la
impresién 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 la
determinacién 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
I marca Behring

Para el homogenizado de pulmédn: se utilizo PMSF (Fenil metil
sulfonil fluoruro), CHAPS (3-[{3-Colamidopropil) dimetil amonio] | propano

sulfanato) marca Sigma Chemical Company.

Para el cultivo de érgano: Se utilizdé medio esencial minimo {MEM)
con sales de Eagle, 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 v filtros para
esterilizar soluciones fueron de Millipore Corporation. El Gelfoam que se
utilizé en las placas de cultive fue de la marca Upjohn Company, Agar
bacteriolégico marca BIOXON, B-NADH se adquirié de Merck.

Los reactivos utilizados para la determinacidon de proteinas por el
método de Lowry: albumina sérica bovina, Tartrato de Na y K, Sulfato de
cobre [CuSQu4), Carbonato de sodio [NaxCOs), Hidréxido de sodio
(NaCH) vy Folin Ciocalteau se obtuvieron de Productos Quimicos
Monierrey.

Peroxisomicina A-}. Este compuesto antracendnico se aisld vy
purificé en el laboratorio de extraccién del Departamenio de
Farmacologio y Toxicologia de la Facultad de Medicina, Universidad
Auténoma de Nuevo Ledn, fue amablemente proporcionada por el Dr.
Alfredo Pineyro Lépez. Y se almacend a -20 oC protegida de la luz y 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,
gue recibiercn los siguientes tratamientos:

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

Un grupo control positivo recibié LPS. Tres grupos control negativo
recibieron Unicamente vehiculos por separado: aceite de cdrtamo,
solucién  salind, Haemaccel. Un cuarto grupo no recibid ningun
tfratamiento (Tabla Il).

TABLA Il

#Ratones Condicién experimentals Tiempos de intoxicacidn® .
cepa CD1 . .

50 13.04mg/Kg de peso PA1/solucién saling

50 13.04mg/Kg de peso PA1/Ac. de cartamo

50 13.04mg/Kg de peso PAl /Haemaccel 051,152,25,3,

50 Vehiculo solucion salina 3.5, 4,45, 5h

50 Vehiculo aceite de cartamo

50 Vehiculo Haemaccel

50 LPS Contral positivo

50 Sin Tratamiento

9En el fratamiento de Peroxisomicing A-1 en suspensién con solucion saling, la Peroxisomicing Al
se disolvid en etanol absoluto y después se agregd la solucidn salina formdndose asi una
suspension,

bl os 50 ratones de cada condicién experimental se subdividieron en 10 grupos de 5 ratones para
cada tiempo experimental.
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Para cada condicidn 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,
1.1.5,2,25,3,3.5 4. 45y 5h,

Los tratamientos se administraron en forma de una dosis Unica por via
infraperifoneal. En cada uno de los fiempos experimentales
mencionados, cada uno de los ratones se sacrificd por dislocaciéon
cervical, se sujeté a una base de corcho vy se llevé a cabo asepsia del
abdomen con alcohol etilico 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 cuales el pulmén derecho se fragmentd en
porciones de Tmm3. Los fragmentos se procesaron hasta su inclusién en
resinas epoéxicas. El pulmén izquierdo se homogenizé para redlizar g
cuantificacion de TNFa por un método de ELISA.

En el socbrenadante del homogenizado se llevé a cabo la cuantificacion
de proteinas por el método de Lowry¢s8,

Llas 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 muestra un diagrama que representa la estrategia

experimental de este trabagjo.
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Estrategia general
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Cuantificacién de TNFQ por Finos viabilidad
un método de ELISA

Andalisis morfométrico Analisis Ultraestructural
Microscopia de luz

# células/100 alvéolos

Figura 2. Resumen de la estrategia experimental

2.4.2 Microscopia electrénica

Todas las muestras de pulmdén destinadas para microscopia
electrénica se fijaron en una solucidn de Karnovsky-lto 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 unag tincién
en bloque con nitrato de wvranilo al 1%, posteriormente una
deshidratacién gradual con diferentes concentraciones de acefona y
finaimente los fragmentos se incluyeron en resinas epdxicas?. (Apéndice
A)
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2.4.3 Andlisis vltraestructural

A partir de las muestras de pulmdn 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?1.72, para ser observados en
un microscopio electréonico Carl Zeiss EM 109

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

Peroxisomicina A-1 y coniroles correspondientes.

2.4.4 Andlisis morfométrico

En el caso de las muestras sometidas a la evaluacién
morfométrica se prepararon cortes semifinos de lum de grosor y se
fifleron con azul de toluidina para ser observados en un microscopio de
luz Carl Zeiss a 1250 aumentos
Se conté el nUmero de perfiles celulares corespondientes g PMN,
Macréfagos y Linfocitos presentes por cada 100 alvéolos para cada
tiempo y condicidn experimental {Fig. 3}
Después de haber redlzado el conteo de perfiles celulares
correspondientes al pulmdén de cada uno de los animales de cada
condicidon experimental, se obtuvo el valor promedio y la desviacion
estandar de cada una de las mediciones. Posteriormente se graficd el

numero de perfiles celulares en funcién del tiempo.
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Figura 3. ANALISIS MORFOMETRICO: Pulmdn de ratén que muestra los diferentes tipos de
perfiles celulares que se confaron, p polimorfonucleares y | linfocitos dentro de
capilares, y m macrofagos dentro de a espacios alveolares. Folomicrografia de luz

Inclusion en resinas epdxicas, Azul de toluiding, 126x

2.4.5 Andlisis estadistico

En el andlisis morfométrico cada punto de las graficas es el valor
promedio de cinco conteos: para cada tiempo y tratamiento se cbtuvo
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 cuantificacién de TNFa

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

comercial marca Genzyme.,

2.4.7 Homogenizado de pulmén para la cuantificaciéon de TNFa

En un homogenizador Bellco de 50-60Hz se homogenizd el pulmdn
{obtenido como se describe en la seccién 2.4.1) en 1.5ml de solucién
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 midid el volumen total v se separd una dlicuota para la
determinacidén de proteinas totales. El homogenizado se centrifugé en
tubos Eppendorf a 14000 r.p.m. a 4°C por 25min., se separd el
sobrenadante y se midié el volumen total. Finalmente se realizd la
cuantificaciéon de proteinas por el método de Lowryé y la cuantificacién
de TNFa por el método de ELISA ulilizando un estuche comercial de la

marca Genzyme.
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2.48 Cuantificacion 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 946
pocillos plasticos de microfitulacidén estaba cubierta con anticuerpo
monoclonal anti TNFo de ratén, que se utilizd para unir al TNFo. presente
en estdndares y muestras problema.

Posteriormente se lavé la placa para retfirar el material libre que no se
unid y se agregd anficuerpo policlonal anti TNFa conjugado con
peroxidasa {anti-TNFa Conjugado HRP) que se unié al TNFe.

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

Se agregd la solucién de substrato que dio inicio a la reaccién de la
peroxidasq, la cual se detecté por medio de un cambio de color en la
solucidn, posteriormente esta reaccién se detuvo por acidificacién con
H2SC4 1M, La absorbancia que se midié a 450nm es proporcional a la
concentracién de TNFa presente en los estGndares y en las muestras
problema.

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

Se llevdé a caboe una precipitacion de las proteinas con éacido
tricloracético (CzHCI302, TCA) al 10%, posteriormente al precipitado se le
agregd una mezcla de tartrato de Na y K al 0.6%, CuSO4 al 0.3%, Na2COs3
al 30%, NaCH 0.8N y agua desionizada.

Se dejé 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 qjustd el cero con el blanco de reactivo.

Se utilizdé una curva de cdlibracion de proteinas de estaGndares de
albiOmina sérica bovina (BSA) para calcular la concentraciébn de
proteinas de las muestras problema, (Apéndice A)

2.4.10 Cultivo de argano

El cultivo de érgano se llevd a cabo de acuerdo con la técnica
descrita por Sepulveda y col.73 Todo el material empleado para el
cultivo de drgano se esterilizd por calor hUmedo en el autoclave (1210C
por 45 minutos) y por (gas 2horas). El medio nuiriente y suplementos se
esterilizaron por filracion con membrana de 0.22um de poro. El
procedimiento de cultivo se llevd a cabo bajo una campana de flujo

laminar horizontal en condiciones estériles.

2.4.10.1 Preparacion del pulmon para el cultivo de organo.

Debido a las caracteristicas histolégicas de pulmodn, para el cultivo

de érgano se ulilizd una técnica de expansidn de espacios alveolares,
mediante ka inyeccién de agar a fravés de la trdqueaq, de esta manera
se evitd que se colapsaran los alvéolos?4.
Para esto se sacrificd un ratdén por dislocacién cervical, sé perfundié con
solucion salina a través del ventriculo derecho para retirar la sangre de
los pulmones, se extrgjo el bloque cardiopulmonar (traquea, pulmones y
corazén) y se cangalizd a través de la trdquea, para inyectar agar
bacterioldgico marca BIOXON al 0.5% disuelto en medio de culfivo.
Posteriormente el pulmén se mantuvo en una caqja de Petri estéril a 40C
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 culfivo con gelfoam.

Previo a la incubacién de {os explantes de pulmdén cada placa de cultivo
(Fig. 4) fue cubierta con una esponja de coldgena (Gelfoam) y se
esterilizaron todas las placas con gaos.

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 cultive por separado. También se impregnaron otras esponjas

con medio nutriente sin Peroxisomicina A-1.

Figura 4. Camara de cultivo de drganc (a). fragmentos de pulmon (b), soporte de

colagena impregnado con medio de cultivo y Peroxisomicina Al{c .
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2.4.10.3 Medio de cultivo

Se utlilizd medio esencial minimo [MEM) con sales de Eagle
(SIGMA) suplementado con 1.0 mg/ml de insulina 0.1mg/ml de acetato
de retfinadl, 0.lmg/ml de hidrocortisona, 0.1% de penicilina-
estreptomicina-fungizona (PSF) y 100 mg/ml de gentamicina.
Se prepard una solucidén concentrada de 1mg/mil de Peroxisomicina A-1,
inmediatamente antes de su uso, de la siguiente forma: pfimero se
disolvié en 50ul de etanol absoluto, y se llevo a un Tml con medio
nutriente y posteriormente se prepararon 4 concentraciones finales de
Peroxisomicina A-1 en el medio de cultivo 0.2, 2, 5y 25 pg/ml
La incubacion 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 conceniraciones diferentes de Peroxisomicina A-1 y sus
correspondientes controles sin Peroxisomicina A-1. {Apéndice A)

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

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

2.4.10.4 Prueba de viabilidad

Actividad de LDH en el medio de cultivo

Se determiné la actividad de la enzima lactato deshidrogenasa
liberada al medio de cultivo para tener un valor cuantitativo de la
pérdida de viabilidad celular?s,

Se considerd un cultivo viable, aquel en el que se obtuvo una

liberacidn de LDH al medio de cultivo menor del 20%.
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Se colecté el medio de las placas de cultivo, se centrifugaron

(14,000 rpm, 4°C, 5 a 10 minutos) y en los sobrenadantes se determiné la
actividad de LDH.

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

procedimiento se muestra en Apéndice A

LDH
piruvato + NADH + H* <_| NAD* + lactato



CAPITULO TRES

RESULTADOS

3.1 Andlisis morfolégico a microscopia de luz

3.1.1 Descripcion morfologica a microscopia de luz de la lesion
pulmonar de ratones intoxicados con Peroxisomicina A-1 disuelta
en diferentes vehiculos:

Las figuras 5, 6 y 7 muestran las alteraciones histolégicas presentes
en la lesion 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 alveclares y congestién vascular que se observd
desde los 30 min posteriores a la intoxicacidon, aumentando
progresivamente. También se pudo identificar la presencia de una
“membrana hialina” en los alvéolos, la que se observa como un material
granular de tincién aciddfila. Estas alteraciones en conjunto causaron un
aumento del grosor de los tabiques interalveolares. Se identificéd
hemorragia 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 macréfagos

alveolares.

28
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En particular en la lesidn pulmonar causada por Peroxisomicing A-
1 disuelta en Haemaccel se observd 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 Aliratamiento con 0.2ml de solucidn salina {control). Obsérvese los espacios
alveolares bien distendidos a, paredes alveoclares delgadas (flecha) vy capilares vacios ¢. B-D Tratamiento
con 13.04mg/Kg de peso de Peroxlsomicina A-1 en suspensién con sclucién salina. B)2h post-tratamiento
obsérvese los tabiques Interalveclares gruesos (cabeza de flecha). ka presencia de la membrana hialing
{flecha) y congestién vascular cv. C) 4.5h post-tfratamiento obsérvese lo presencia de polimorfonucleares
atrapados en capilares alveolares p. hemorragia alveolor h, engrosamiento de los tabiques interalveolares.
D} 5h post-fralamiento obsérvese los tabiques interalveolores muy gruesos, polimorfonucieares atrapados en
los capilares alveolares y congestidn vascular. Fotomicrografias de ivz. Inclusidn en resinas epdxicas, Azul de

toluiding 1246x.
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Figura 6. Puimdn de ratén Altratamiento con 0.2ml de aceite de cddamo {control). Muestra kas paredes
alveolares delgadas y caplores vacios (flecha). B-D Tralomiento con 13.04mg/Kg de peso de
peroxisomicina A-1 en diucidon con aceite de carlame. B)2h post-fratamlento obsérvese hemonagia
alveoclar h, polimorfonucieares atrapados en capilares alveclares p, un macréfago en un espacio alveolar
m. C) 3h post-iratamiento obsérvese la membrana higlina (flecha) y polimorfonucieares atrapados en
capilares. Dj5h post-tratamiento obsérvese el oumento de grosor de los tabiques interaiveokares (cabeza de

flecha), congestion vascular v, hemorragia alveolar. Fotomicrografia de uz. Inclusién en resinas epdxicas,

Azul de toluidina 12éx.
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Figura 7. Pulmén de ratén Altratamiento con 0.2mi de Haemaccel [control). Muesira espacios alveolares
bien distendidos y tabiques interalveolares delgados. B-D Tratamienio con 13.04mg/Kg de pesc de
Peroxisomicina A-1 en dilucién con Haemaccel. B 1h post-tratarmiento muestra congestién vascular cv y
membrana hkalino (flecha). Cj2.5h postiratamiento obsérvese el cumento de grosor de los tabiques
interalveclares (cabeza de flechg), hemomragia alveolar, membrana hialina y polimorfonucleares en los
copilares alveolares p. D} 5h post-tratamiento obsérvese la hemomragia alveolar, polimorfonucleares
afrapados en capilares alveolares p, engrosamienta de los tabigues interalveolares. Fotomicrografia de luz.
Inclusion en resinas epdxicas, Azul de toluidina 124x.
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Figura 8. Pumon de ratén. Tratamiento con 13.04mg/Kg de peso de Peroxisomicina A-1
en dilucion con Haemaccel. Obsérvese engrosamiento de los tabiques interclveclares
(lecha). Células NK atrapadas en capilares alveolares NK. Fotomicrografia de luz.

Inclusién en resinas epdxicas. Azul de toluiding 126x.
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Todos los resultados morfoldgicos de microscopia de luz obtenidos
del andilisis de cortes semifinos de los diferentes tratamientos con
Peroxisomicina A-1 y controles cormrespondientes fueron comparados con
los resultados obtenidos del control sin tratamiento (Fig. ?A) que
correspondid a nuestro control negativo y con el iratamiento con LPS
(Fig.9B) que correspondid a nuestro control positivo, en el que se observd
la lesidn histopatolégica caracteristica del SIRA en su fase aguda. Se
caracterizd por secuestro de polimorfonucleares y linfocitos en los
capilares alveolares, infiltracién de leucocitos y eritrocitos en el intersticio,
membrana hialina, hemorragia alveolar y aurnento del grosor de los

tabiques interalveolares.
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Figura 9. Puimén 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 solucién salina, obsérvese la lesion caracteristica del SDRA, abundantes
polimorfonucleares atrapados en los capilares alveolares p, membrana hialina (flecha), congestién vascular
cv, engrosamiento de los tabiques interalveolares (cabeza de flecha). Fotomicrografia de luz. Inclusidon en
resinas epoxicas, Azul de toluidina, 126x.



36

3.2 Andlisis ultraestructural

3.2.1 Descripcion ultraestructural de la lesion pulmonar de ratones
intoxicados c¢on Peroxisomicina A-1 disvella en diferentes
vehiculos:

Se observé dano gradual de la barrera alvéolo-capilar asociado a
la presencia de PMN vy linfocitos atrapados en los capilares alveolares.
También se observaron macréfagos dlveolares como 0 muestran las

figuras 10y 11.

En los fres tfratamientos de Peroxisomicina A-1 disuelta en diferentes
vehiculos se encontraron las mismas alteraciones vitraestructurales, las
cuales consistieron en que a tiempos iniciales de intoxicacién se observd
la presencia de PMN en capilares alveolares, sin dafio aparente a las
células endoteliales {Fig. 10B), posteriormente se observd la adhesion de
PMN a las células endoteliales (Fig. 10C), también se encontraron
infocitos 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
que se conoce a microscopia de luz como membrana hialina (Fig. 10D).
También se observd edema y destruccién de las células del intersticio
(Fig. 11A). Al mayor tiempo de intoxicacidn se encontré destruccién de
las células endoteliales, dano 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 lesidn
pulmonar de animales fratados con Peroxisomicina A-1 disvelia en
Haemaccel.

Como se mencioné en la descripcidbn a microscopia de luz, la
lesion pulmonar de los animales fratados con Peroxisomicina Al disuelta
en Haemaccel mostré la presencia de posibles células NK ademdas 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. Puimén de ratén A]Conlrol sin ratamiento obsérvese la membrana alvéolo capilar delgada
{flecha), B-D Tratamiento con 13.04mg/Kg de pesc de Peroxisoricina A-1 que muestra dafio a la barrera
alvéola capilar. BjPofimorfonuclear p dentro de un capilar sin dafio a célula endotelial (flecha). C) Adhesién
de pofimorfonuciear p en célula endotefial con edema (flecha). DiMaterial electrodenso en el espacio
alveolar (flecha). Micrografias electronicas de transmisidn, Inclusién en resinas epéxicas, controstacion de

cortes ultrafinos con Acetato de uranilo y Citrato de plomo. 7000x
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Figura 11. Pulmoén de ratén tratado con 13.04mg/kg de peso de Peroxisomicina A-1 A} Polimerfonuclear
atfrapado en un capilar alveolar ka [flecha) muestra dafio y destruccidn de la célula endotelial y la cabeza
de flecha rmuestra dafno a kas célulkas del intersticio. B) obsérvese daho y destruccion de neumocito 1ipo |
(flecha). C} Dafo y destruccidn de ka bamero alvéolo capilar {flecha). Micrografias electrdnicas de
transmisian, Inclusidn en resings epdxicas, contrastacion de cortes ultrafinos con Acetato de uranfio y Citrato

de piomo. 7000x
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Figura 12. Pulmdn de ratén. Tratamiento con 13.04mg/Kg de peso de Peroxisomicina A-1 en dilucidén con
Haemaccel. Obsérvese una célula NK ofrapada en un copilar alveolar los granulos en su citoplasma
{flecha) v el nicleo identado es caracteristico de este fipo celukar. Micrografia electrénica de fransmisibn,
Inclusién en resinas epéxicas, contrastacion de cortes ultrafinos con Acetato de uranilo y Citrato de plomo.
7000x
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3.3 Andlisis morfomético por microscopia de luz de perfiles
celulares de PMN, linfocitos y macrofagos presentes en la regién
alveolar del pulmdén 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
suspensidn con solucidn salina (Fig.13A) mostré un aumento muy
pronunciado de estas células después de 1.5h de intoxicacion, que
posteriormente disminuyd en tiempos intermedios para aumentar
gradualmente hasta el mayor tiempo experimental. Al graficarse los
datos muestran una curva bifasica.

Se encontré diferencia significativa (p<0.001) en todos los puntos al
comparar los datos obtenidos con el tratamiento de Peroxisomicina A-1
en suspension con solucion salina y aquellos obtenidos con el vehiculo
solucidn 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 obtuve una diferencia
significativa (p<0.001) al compararse con los datos obtenidos en los
pulmones de animales tratados con el vehiculo solucidn salina.

En ltos pulmones de animales control sin tratamiento y de aquellos
tratados con el vehiculo solucién salina, fue en donde se enconird Ia

menor cantidad de PMN.



