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RESUMEN

Juan Carlos Segoviano Ramirez Fecha de Graduacion: Diciembre 2001

Universidad Auténoma de Nuevo Leon
Facultad de Medicina

Titulo del Estudio ANALIJSIS MORFOMETRICO COMPARATIVO
DEL EFECTO DE PAl, ISOPAL, PA2 Y T-544
SOBRE PEROXISOMAS DE C. boidinii.

Nuomero de Paginas: 56 Candidato para el grado de Maestro en Ciencias
con Especialidad en Morfologia.
Area de Estudio: Morfologia.

Propésito y Método de Estudio: El presente trabajo se diseiid con el fin de conocer el grado de
toxicidad de PAI, IsoPAl, PA2 y T-544 sobre los peroxisomas de C. boidinii mediante la
cuantificacion de la lesion que producen sobre la membrana peroxisomal y correlacionar su
estructura quimica con la magnitud del efecto observado. partiendo del supuesto de que las
diferencias en la intensidad de la lesion producida se pueden evidenciar mediante un analisis
morfométrico comparativo. Para esto se realizaron cortes de bloques de resina epdxica con
muestras de C. boidinii que previamente habian sido incubadas con cada uno de los
compuestos antracendnicos mencionados ¥ un grupo control con medio nutriente dnicamente.
Se obtuvieron micrografias electronicas de transmision y se formaron cinco grupos. Se
efectud un analisis morfométrico mediante el cual se cuantificé para cada grupo: €l nGmero
de células con al menos un peroxisoma lesionado. el nimero de peroxisomas totales y el
namero de peroxisomas lesionados. Lo anterior se respaldd con un analisis morfolégico de la
ultraestructura celular de C. boidinii que incluyé el total de las micrografias tomadas.

Conclusiones y Contribuciones: Se comprobd una vez mas la lesién sobre la membrana
peroxisomal que producen PAI, [soPAl, PA2 y T-344, lo que concuerda con estudios
anteriores. Ademas, en las células incubadas tanto con IsoPA1 como con PA2 se observé la
presencia de mitocondrias de forma y tamaiic anormales. El nimero de células con al menos
un peroxisoma lesionado fue igual entre los cultivos incubados con PAI, IsoPA| 0 PA2, en el
caso de T-544 fue menor siendo esta diferencia estadisticamente significativa. Las células
incubadas con PA] tuvieron el menor nimero de peroxisomas totales asi como de
peroxisomas lesionados con relacion a IsoPAl. PA2 y T-544, los cuales no mostraron
diferencia estadistica entre si en ninguno de los casos. En este estudio pudimos apreciar una
clara diferencia entre el efecto producido por PAl y T-344 concluyendo que PA1 es mas
toxico que T544. No fue posible establecer estadisticamente una clara diferencia entre los
efectos de PA2 e [soPA1 en relacién a T-544 y PAI. Es posible que exista tal diferencia pues
al menos morfolégicamente se evidencié que PA2 e IsoPA| tienen efectos en otros organelos
como la mitocondria. Sera necesario el disefio de otros estudios para esclarecer si existe
diferencia tanto en el grado de toxicidad como en su mecanismo de accion.

FIRMA DEL ASESOR

Pt]D. Julio Sepilveda Saavedra
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CAPITULO 1

INTRODUCCION

1.1 Antecedentes

El género Karwmskia, se integra por un grupo de arbustos
pertenecientes a la familia de las Rhamnaceas' que se caracterizan por el
contenido de antracenonas diméricas.” Este género consta de 15 especies
que se distribuyen desde el sur de Texas hasta Colombia,’ de las cuales 11

PRI ; : ; s
se encuentran en México donde Karwinskia humboldtiana es la mas

abundante.’

En 1975 Dreyer y colaboradores aislaron y caracterizaron del fruto y
semilla de Karwinskia humboldtiana cuatro antracenonas diméricas a las
que, de acuerdo a su peso molecular, se les nombro T-496, T-514 6

Peroxisomicina Al (PA1), T-516 y T-544 ® (Figura 1).



Figura 1. Estructura quimica de T514, T-544, T-516 Y T-496. Dreyer y colaboradores., 1975.
Recientemente se han aislado compuestos estructuralmente
relacionados de distintas plantas pertenecientes al mismo género: un

Diastereoisomero de T-514 6 Peroxisomicina A2 (PA2),” un isémero de

posicion de T-514 6 Isoperoxisomicina Al (IsoPA1)®, y la T-510® entre

otros (Figura 2).

Figura 2. Estructuras quimicas de Iso-T514 (Iso-PAl), Diast-T-544 (PA2), y T-510. Waksmann y

colaboradores, 1990.



Desde 1981 en el Departamento de Farmacologia y Toxicologia. de
esta Facultad de Medicina, se mmictdo una linea de investigacion con el
proposito de estudiar la actividad biclogica de los compuestos
antracenonicos aislados de las plantas del género Karwinskia.

Los compuestos se han aislado de diferentes partes de la planta como
raiz. tallo y hojas. El tipo de compuesto aislado y su concentracion varia
segun la especie de la planta, estacién del afo, altitud y clima de la region
de recolecta. En el caso de la PA1, se sabe que se encuentra en mayor
cantidad en el fruto (semilla) de K. humboldtiana y su concentracion es
mayor en fruto verde que en el maduro.”

Se ha observado que, en tngesta accidental, el fruto es toxico para
cabras, ovejas, ganado vacuno y para el ser humano.'® También lo es, en
condiciones experimentales, para ratones, cerdos de Guinea, hamsteres,
excepto para perros.”

La intoxicacion accidental produce paralisis flaccida, progresiva,

ascendente y simétrica y puede ocasionar la muerte por paralisis bulbar.

Otros  autores han reportado que en apimales intoxicados

experimentalmente ocurre dafio en higado, pulmény y rifién y que la muerte

sobreviene en ausencia de datos neurolégicos. '% 13
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Actualmente se ha demostrado en animales que T-496 causa un
cuadro diarreico. PA} provoca dano grave a higado, pulmon y rifion y que
T-344 es la responsable del dafio neurclogico, - 12

La selectividad de la PA1 para higado v pulmén demostrada por
Bermudez v colaboradores'' ' los llevo a determinar la DL50 en distintas
especies de animales. Observaron que mostraba una curva de distribucion
de letalidad dosis-respuesta con una pendiente muy empinada,' este tipo de
curva indica una variacion bioldgica muy estrecha."

Lo antertor permitid plantear la hipdtesis de una probable toxicidad
selectiva de PA1 sobre células malignas.

En 1994, Pineyro y colaboradores demostraron por primera vez que la
PAl exhibe toxicidad selectiva sobre lineas celulares de origen neoplasico'
por lo que la propusieron como agente antineoplasico y solicitaron una
patente para su uso como tal, la cual fue otorgada primero por la
Comunidad Econémica Europea'’ y recientemente por los Estados Unidos
de América'® y Japén."

La meta principal en la investigacion de la quimioterapia contra el
cancer es encontrar medicamentos con toxicidad selectiva. Una vez
demostrada dicha toxicidad para la PAl es 1mportante conocer su

mecanismo de accion.



Uno de los efectos de la intoxicacion experimental en ratas con PA1 es
la disminucion del nimero de peroxisomas de los hepatocitos,”’ lo mismo
ocurre en el caso de monos, segin observaciones morfologicas

preliminares® (Figura 3).

Figura 3. Fotomicrografia de contraste de fases. Cortes de higado de rata que muestran los peroxisomas
teflidos citoquimicamente para la demostracion de catalasa. (A) control (B) dos horas después del

tratamiento con PA1. Sepulveda Saavedra y colaboradores, 1998.

En el higado del mono macaca fascicularis, en un modelo in vitro, se
ha demostrado que esta disminucion del nimero de peroxisomas es causada
por la degradacion de los peroxisomas por la via autofagica lisosomal como

consecuencia del dafio al organelo™ (Figura 4).



Via autofigica lisosomal

e— ®—

|
|

Membranas
preautofagicas

autofagosoma\A

Peroxisoma
lesionado

O
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Figura 4. Via autofagica lisosomal. Moreno Martinez ML. Tesis Doctoral. Facultad de Medicina. UANL

Agosto 2006

El' peroxisoma ‘es un organelo presente en todas las células
eucanoticas. desde levaduras hasta animales superiores. se caracteriza por
tener una morfologia muy simple: contiene una matriz electrodensa y esta

rodeado por una membrana Gnica (Figura5).

v

Figura 5. Ultraestructura del peroxisoma. esta formado por una membrana tnica v una

matriz electrodensa homogénea. Micrografia electronica de transmision. resina epoxica

Acetato de uranilo. 7000




Sus funciones principales incluyen reacciones de oxidacion en las que
participa oxigeno molecular: oxidacion de D-aminoacidos y metabolismo
de lipidos. varias reacciones en la biosintesis de plasmalogenos, acidos
biliares y colesterol >’

Las levaduras son un modelo idoneo para el estudio de la funcion
peroxisomal, ya que a través de la manipulacion de los nutrientes del medio
donde se cultivan se puede inducir la proliferacion de peroxisomas e influir
en su_ composicion  enzimatica® (Figura 6). Algunas de las enzimas

altamente especificas de peroxisomas de levaduras metilotroficas son la

alcohal oxidasa, dihidroxiacetona sintasa y la catalasa™ .

Figura 6. Ultraestructura normal de una levadura de " hoidinii. Se aprecian los peroxisomas
en el centro (Pe). las mitocondrias hacia la penferia (M). la vacuola autofigica (V) v el
reticulo endoplasmico rugoso (RER). asi como la membrana y pared celular. Micrografia

electronica de transmision. resina epoxica. acetato de uranilo. 7000x



En el caso de las levaduras metilotroficas. al cultivarlas en medios con
metanol como umica tuente de carbono., se induce la proliferacion
peroxisomal y la sintesis de enzimas que intervienen en el metabolismo del
metanol como la enzima alcohol oxidasa. Como resultado se forman grupos

€ peroxisom u upar s5ta un 70 del vOolum €iu ar.‘b
de p as que llegan a ocupar hasta un 80% del volumen celul

En 1992 Sepulveda vy colaboradores® utilizaron levaduras
mettlotroficas como modelo de estudio para obtener mayor informacion
acerca del efecto de T-514 sobre los peroxisomas. Descubrieron que a dosis
no letales T-514 produce dafo selectivo e irreversible sobre la membrana
peroxisomal  (Figura 7). Por ello se le renombré a la T-514 como
Peroxisomicina Al (PAl). A partir de entonces también se renombroé al
Isémero de posicion de T-514 como Isoperoxisomicina Al (Iso-PAl) y al

Diastereotsomero de T-514 como Peroxisomicina A2 (PA2) (Figura 7).

Por otro lado, observaron que cuatro horas después del tratamiento, las
levaduras comenzaron a crecer nuevamente, lo que se asoci6 al desarrollo
de peroxisomas pequenios.

Asi mismo demostraron que no ocurrid inhibicidn de la actividad de

las enzimas peroxisomales catalasa y alcohol oxidasa.



Figura 7. Micrografia electronica de transmision. Célula de H. polymorpha, incubada 30
minutos’ en 'presencia de 2ug/ml de PA1 que muestra las interrupciones en la membrana

peroxisomal,

Moreno y colaboradores en 1995 ** empleando catalasa hepatica
purificada de tres especies animales, encontraron que la actividad de esta
enzima fue inhibida por la PA1 invitro.

Otros compuestos antracenonicos también inhibieron la actividad de la
catalasa bovina, estableciéndose una relacion entre| la estructura quimica y
el grado de inhibicién de los compuestos probados. Las toxinas mas activas
fueron las que poseen dos grupos antracenonicos: PA1 y PA2®

Posteriormente se intentd demostrar este efecto inhibitorio in vivo,
reportandose que este efecto no ocurre ni en cortes de tejido hepatico de
raton incubados con PAIl ni esta presente en el higado de ratones

. ; 29
intoxicados con PAI.



Estos hallazgos indican que en el raton la catalasa no parece estar
myvolucrada en ¢l mecanismo que conduce al dano peroxisomal y que su
actividad no resulta afectada como consecuencia de éste.*”

Considerando el efecto de PAl va mencionado v la similitud
estructural con otras antracenonas diméricas extraidas de plantas del género
Karwinskia, Salazar' investigo si dicho efecto fuese exclusivo de PAL.

Estos estudios demostraron que las toxinas analizadas produjeron una
disminucién de la viabilidad celular tanto en cultivos con metanol como
con glucosa como tnica fuente de carbono.

A través del analisis morfoldgico, mediante microscopia de luz, las
células cultivadas en metanol en presencia de PA1 mostraron que la PAI
produjo una desorganizacidn celular propercional a la concentracion de la
toxina: a 10 pg/ml se observaron vacuolas alargadas con agregados de
peroxisomas en su interior, a 50 pg/ml el danio fue mas evidente. La IsoPAl
produjo una desorganizacién muy parecida a la causada por PAl a las
mismas dosis. La PA2 no produjo cambios y la T-544 solo a dosis elevadas
mostré dario similar al observado con 10 png/ml de PA1. En contraste las
células que crecieron en medio con glucosa como unica fuente de carbono y
en presencia de los compuestos, no mostraron dafo a las diferentes

concentraciones utilizadas.
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Los estudios de microscopia electronica de transmision revelaron que
las celulas mostraron cambios desde los 30 minutos sobre los peroxisomas:
ruptura de las membranas, incorporacion y degradacidn dentro de la
vacuola. Se observé que la intensidad del dafio peroxisomal fue
proporcional al tiempo de incubacion con todos los compuestos utilizados.

Las células expuestas a T-544 mostraron un dafio mas intenso
sobre la membrana peroxisomal en todos los tiempos de exposicion,
evidenciado por la pérdida completa de la membrana v la presencia de
peroxisomas de varios tamarios (Figura 8).

Salazar demostrd que la actividad de la catalasa no fue afectada, a
pesar de los efectos arriba mencionados, después de 24 horas de exposicion
a los compuestos antracenonicos Todos estos hallazgos coinciden con lo

reportado anteriormente por Sepllveda y colaboradores*’ v por Moreno y

colaboradores™ para la PAL.
En el caso de la T-544 parece no haber correlacion entre el daiio

peroxisomal causado y la viabilidad de la levadura.

11



Figura 8. Micrografia electrénica de transmision. Células de C. boidinii cultivadas en medio
con metanol, expuestas a 2 pg/ml de los compuestos antracenénicos durante 1 hora. (A)
PAIl, (B) IsoPAl, (C) PA2 y (D)T-544. Se observan sus efectos sobre los peroxisomas.

12000x.-Salazar Aranda R. Tesis de Maestria. Facultad de Medicina. U.AN.L. 1997,



1.2 Jusuificacion

Conocer el ¢grado de toxicidad de PAL, IsoPAl. PA2 y T544 sobre los
peroxisomas, nos permitird correlacionar la estructura quimica de cada
compuesto con los efectos observados y asi contribuir al conocimiento de

st mecanismo de accilon.

1.3 Hipotesis

Existen diferencias en la intensidad de la lesion producida por cada
una de las antracenonas diméricas PAl, PA2, [soPAl y T-544 sobre los
peroxisomas de C. boidinii que se pueden evidenciar mediante un analisis

morfométrico comparativo.



1.4 Objetivos

| 4.1 Objetivo General

Cuantificar, mediante un estudio morfométrico, el dano causado por

PAL, IsoPAL. PA2 y T-544, sobre los peroxisomas de C. boidinii

1.4.2 Objetivos Especificos

1.- Calcular la densidad numérica de las levaduras con dafo
peroxisomal presentes en los cultivos tratados y control sin tratamiento.

2.- Calcular la densidad numérica de los peroxisomas presentes tanto
en las levaduras tratadas como en las levaduras control sin tratamiento.

3.- Calcular la densidad numérica de los peroxisomas lesionados
presentes tanto en las levaduras tratadas como en las levaduras control sin
tratamiento.

4 - Realizar la contrastacion estadistica de los efectos de las diferentes

toxinas sobre las células de C. boidinii y respecto a las células control.

14



CAPITULO 2

MATERIAL Y METODOS

2.1 Material

2.1.1 Reactivos
Acetato de uranilo

Alcohol etilico al 50%

agua ultra pura

2.1.2 Material biolégico

Muestras de C. boidinii incubadas con PAI, [soPAl, PA2 o T544,

incluidas en resina epoxica.
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2.1.3 Equipo

Microscopio estereoscopico
Ultramicrotomo RMC MT-X

Cuchillas de cristal

Cuchilla de diamante

Microscopio electronico ZEISS EM109
Ampliadora fotografica

Computadora personal

Software NCSS*®

2.2 Estrategia experimental

Se partio de bloques de resina epoxica, con muestras de Candida
boidinii incubadas con cada una de las cuatro toxinas: PA1, IsoPAl, PA2 o
T544 a una dosis de 2 pg/ml durante 2 horas y un control de células que no
fueron expuestas a toxina alguna (Figura 9).

Estos bloques fueron proporcionados por Salazar-Aranda quien los

preparo durante la realizacion de su trabajo de tesis de maestria.
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CN PAI1 PA2 IsoPAl T544

IR

vista panoramica

Calculo de la
densidad
numeérica

P w? |u? |a? C’ﬁo@
100 perfiles celulares de levaduras por

grupo de tratamiento

Figura 9. Esquema que muestra la estrategia general aplicada en el presente estudio

para reunir la muestra de micrografias y realizar el célculo de la densidad numérica.

Se obtuvieron cortes finos de los bloques de resinas epdxicas en un
ultramicrotomo RMC MT-X con cuchilla de diamante los cuales se
montaron sobre rejillas de cobre 200 mesh, se contrastaron con acetato de
uranilo y se llevaron a observacion a un microscopio electréonico de
transmision ZEISS EM109.

Una vez en el microscopio bajo una vista panoramica se selecciond
aleatoriamente uno de los cortes presentes, el cual fue centrado y

amplificado a 7000x.
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Posteriormente se realizé un recorrido del corte en zig-zag para la toma
de las micrografias. Se observaron los cortes necesarios hasta obtener una
muestra con un total de 100 perfiles celulares de la levadura por grupo de
tratamiento. Por ultimo se imprimieron dichas micrografias en papel

fotografico profesional Kodabrome II Rc F3 tamafio 203 x 240 mm.

El calculo de la densidad numérica celular total y posteriormente de la
densidad numérica de los perfiles celulares que presentaron alguna soluciéon
de continuidad sobre la membrana peroxisomal, se realizé por el método de

conteo de puntos, por cuadruplicado (Figura 10).

visCe-Peli =z Pce:
4 18elper.

D Ce-PelL =6 v/s

Nv Ce-Pel = NA/DCe-Pell

L

p p

Figura 10. Grafico que muestra la forma en que se sobrepone la plantilla

morfométrica sobre la micrografia asi como las formulas morfomeétricas

empleadas segun Weibel \ colaboradores™



En este método se hace uso de una plantilla morfoméirica que se
sobrepone en las micrografias y se cuenta el numero de intersecciones de
las lineas de prueba sobre el pertil de las estructuras de interés (perimetro
de las levaduras y de los peroxisomas). asi como el nimero de extremos de
las lineas que cayeron dentro de dichas estructuras. Posteriormente
mediante la aplicacion de férmulas morfométricas se calcula la proporcion
volumen/superficie. didmetro de las estructuras y densidad numeérica de las

misinas.

De las muestras de micrografias arriba mencionadas, se seleccionaron
al azar un grupo de ellas y se llevaron a la mayor ampliacion posible, de tal
forma que la imagen amplificada de los perfiles celulares no rebasara el
tamano de un papel de impresion de 101 mm x 127 mm, logrando una
ampliacion sobre el papel de 40891x. Se excluyeron todos aquellos perfiles
celulares que a la misma amplificacion rebasaron los limites del papel
fotogratico. Se reuni6 una muestra de 30 impresiones fotograficas con un

numero variable de perfiles peroxisomales en su interior (Figura 11).
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Muestra inicial de Micrografias para cada
tratamiento

Micrografias
seleccionadas
aleatoriamente

23616x

Micrografias A ~N o~ / i
amplificadas de 1‘;*“.‘; % |/ [~
perfiles celulares ‘ ANEESRLTW, ‘ X =

completos

Figura 1 1. Esquema que muestra la estrategia aplicada para obtener la muestra de

micrografias y realizar el calculo de la densidad numérica peroxisomal.

Sobre dichos perfiles y nuevamente mediante el método de conteo de
puntos se calculéo la densidad numérica peroxisomal total y la densidad

numeérica de peroxisomas lesionados.

La contrastacion estadistica de los efectos de las diferentes toxinas
sobre las células de C. boidinii se analizo mediante estadistica descriptiva.
La comparacion entre las muestras se realizO mediante la prueba de

ANOVA para determinaciones multiples.



CAPITULO 3

RESULTADOS

3.1 Analisis Morfolégico

Las micrografias del grupo control exhibieron a las levaduras con una
morfologia normal. Se apreciaron los perfiles de C. boidinii bien definidos,
el nlcleo con membrana integra y nucleoplasma con electrodensidad
heterogénea, localizado en el centro del citoplasma pero ligeramente
desplazado a la periferia por los peroxisomas, los cuales presentaron varios
tamafios, perfiles bien definidos, membrana integra, matriz de
electrodensidad homogénea, agrupados en el ecuador de la célula;
mitocondrias localizadas hacia la periferia, alargadas, otras esféricas, con

sus membranas integras y tamario dentro de parametros normales, algunas
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en proceso de division; reticulo endoplasmico rugoso (RER) hacia la
periferia del citosol, sin alteraciones aparentes y por Gltimo la vacuola
digestiva en posicion central y con escaso contenido de material

electrodenso en su interior (Figura 12).

Figura 12. Grupo control negativo. se aprecian dos levaduras en proceso de division por gemacion. Los
perfiles celulares muestran una morfologia normal. Sélo se aprecia el efecto inductor del metanol sobre el
numero de peroxisomas (Pe) los cuales se encuentran localizados en el ecuador de la célula. También se
observa la morfologia normal del nicleo (N), mitocondrias (M) y vacuola (V). Micrografia electrénica de

transmision, resina epoxica, acetato de uranilo 7000x.
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El grupo tratado con PA1 mostr6 los perfiles de los peroxisomas de
varios tamaifios, con fragmentacion de la membrana peroxisomal y en
algunos casos dichos peroxisomas se encuentraron rodeados por
membranas preautofagicas, muy cerca de la vacuola, o incluso dentro de

la misma.

- ST

Figura 13. Células de C. boidinii tratadas con PAl adosis de2 pg/ml  durante dos hrs. Se aprecia
que el numero de peroxisomas (Pe) disminuyd notablemente en relacion al grupo control, también se
observan algunos peroxisomas con ruptura de su membrana (PeL). Las flechas claras indican el sitio de
ruptura de la membrana peroxisomal, las flechas obscuras indican a las membranas preautofagicas que
rodean a algunos peroxisomas lesionados. Micrografia electronica. Inclusion en resinas epoxicas. Acetato

de uranilo. 7000x.
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Se observo la vacuola aumentada de tamafo con relacion al grupo
control, con mayor cantidad de material electrodenso en su interior y
localizada en el centro de la célula. Las mitocondrias, RER y el nucleo sin
alteracion aparente (Figura 13).

Los perfiles celulares de las levaduras que fueron incubadas con
IsoPA1 presentaron cambios morfologicos similares a los que se observaron
en el grupo tratado con PAl. Ademas, las mitocondrias exhibieron formas
irregulares alejandose de las descripciones clasicas: cilindricas o esféricas.
El tamano también fue altamente anormal, se apreciaron megamitocondrias
ubicadas hacia la periferia. No se apreciaron alteraciones en otros organelos

subcelulares (Figura 14).

Figura 14, Células de C. boidinit incubadas con IsoPA1 a dosis de 2 pg/ml durante dos horas donde se
indican con flechas las lesiones sobre la membrana peroxisomal (Pel), también se puede ver que las
mitocondrias (M) presentan formas y tamano anormales. Otros organelos presentes son la vacuola (V) y

el nicleo (N). Micrografia electronica. Inclusién en resinas epoxicas. Acetato de uranilo. 7000x.




En el grupo tratado con PA2 también se observaron soluciones de
continuidad en la membrana de los peroxisomas, al igual que con PAl e
[soPA1. Las mitocondrias exhibieron formas anormales: aqui se aprecian
alargadas. También mostraron volumen ligeramente mayor que las del

grupo control. Aunque esta alteracion no es tan exagerada como ocurrié con

el grupo de IsoPAl(Figuré 15).

Figura 15, Células de C. boidinii incubadas con PA2. Se aprecian las mitocondrias (M) de forma v

tamanos anormales. También se aprecian otras estructuras como el nacleo (N), v los peroxisomas (Pe).
algunos de los cuales presentan la solucion de continuidad en su membrana (Pel). Micrografia

electronica. Inclusion en resinas epoxicas. Acetato de uranilo. 7000x.
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El grupo tratado con T544 mostrd una mayor masa peroxisomal con
relacion al grupo tratado con PAL. estos peroxisomas se localizaron en el
ecuador de la célula. Existieron peroxisomas con soluciones de continuidad
sobre sus membranas. Ademas se observé la presencia de peroxisomas de
diversos tamafios como lo reportd Salazar y colaboradores. Las
mitocondrias y demas estructuras subcelulares presentaron forma, volumen

y distribucion normales (Figura 16).

Figura 16 Celulas de € A sddinii incubada con T-544 a tosis de 2 e ml durante 2 horas Se observa una
mayor masa de perovisomas de varios tamaiios. tanto uitegras (Pe). como perovisomas lesionados (Pel.),
localizados en el ecuador de la célula Microgiafia electionica. I[nclusion en resinas epovicas Acetato de

uranilo 7000\




El diametro promedio de las células de C. boidinii sobre las

microgratias fue de 54.8 mm con una desviacion estandar de +12.95 mm,

3.2 Analisis Morfomeétrico.

que equivale en dimensiones reales 2.32 £ 0.6 micras.

El grupo control no mostrd perfiles peroxisomales con alguna solucion
de continuidad sobre su membrana, el nimero de perfiles celulares con al
menos un peroxisoma lesionado (densidad numeérica de las células con

peroxisomas lesionados

muestra en la tabla 1.

DENSIDAD NUMERICA CELULAS CON PEROXISOMAS LESIONADOS

TABLA 1

{(NvCel-PeL)

o NvCel-PeL) por grupos de tratamiento se

Densidad Desviacion ANOVA
numérica estandar Alfa = 0.05
Grupo control 0.0 0.0 P <0.0000001
PAl 919.7 47.5
IsoPAl 867.2 48.9
PA2 863.4 81.2
T-544 646.9 33.4 P < 0.0000001

-PAI, Peroxisomicina Al; IsoPAl, isoperoxisomicina Al; PA2, peroxisomicina A2 y T-544.
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La contrastacion estadistica de NvCel-PeL. por grupos de tratamiento,
mediante la prueba de ANOVA para determinaciones multiples, no
evidencié diferencia significativa entre PAl, IsoPAl y PA2. En cambio,
tanto el grupo control como el grupo tratado con T544 tuvieron una cuenta
inferior con relacion a dichos compuestos y la diferencia fue

estadisticamente significativa (P < 0.0000001) (Figura 17).

Efecto de los compuestos antracendnicos sobre C boidinii
Densidad numérica de células con peroxisomas lesionados

(NvCel-PeL)
10000 —
] —  pe——
] T D
2 o0
= 1 =]
) ]
o 1
8 -
2 400.07]
5
00.0 T T T T T T 1
CN PA1  Iso PA1 PA2 T544 a =0.05
Grupos de tratamiento P<0.0000001

Figura 17. - Grafica de cajas donde se observa el nimero de células de C. boidinii con al menos un
peroxisoma lesionado en su citosol por grupos de tratamiento. Existe una diferencia estadistica entre el
grupo control y los grupos tratados con los diferentes compuestos antracendnicos. Asi como de T544 con

relacion a los otros compuestos. ANOVA alfa 0.05.
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El calculo del numero total de peroxisomas por célula (densidad

numerica peroxisomal total o NvPe Totwal) por grupos de tratamiento se

muestran en la tabla 2.

TABLA 2

DENSIDAD NUMERICA PEROXISOMAL TOTAL
(NvPe-Total)

Densidad Desviacion ANOVA
numeérica estandar Alfa = 0.05
Grupo control 2020.2 123.3 P = 0.000063
Pal 1534.0 60.7 P = 0.000063
IsoPal 1770.1 123.8
| Pa2 1707.9 110.4
T544 1654.3 82.2

PA1, peroxisomicina Al; [soPAl, isoperoxisomicina Al; PA2, peroxisomicina A2 y T-544,

El grupo control tuvo el mayor numero de peroxisomas (densidad
numérica peroxisomal total) de todos los grupos de tratamiento, PAI1 tuvo
el menor; ambos conteos fueron estadisticamente diferentes a los de
[soPAl, PA2 y T544, (ANOVA p= 0.000063), estos ultimos tuvieron
conteos muy similares entre si y no se encontré diferencia estadistica

significativa entre ellos (Figura 18).
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Efecto de los compuestos antracenbnicos sobre C. boidinii
Densidad numérica peroxisomal total

2260 (NvPe-Total)
w
]
T R —
2 C==1
e e
2 1800
= —
: Y
Z. 1600 i |
=1
A
1400
0l ¥ T T T T |
CN PA1 Iso PA1 PA2 T544 o =0.05
Grupos de tratamiento P:0.000063

Figura 18. - Grafica de cajas donde se aprecia el nimero total de peroxisomas (NvPe-Total) por grupos
de tratamiento, existe diferencia estadistica entre el grupo control y los grupos de tratamiento, asi mismo
se aprecia que el grupo tratado con PA1 fue el que tuvo una menor NvPe total que los grupos tratados con

los otros compuestos antracenénicos.

Al contabilizar el nimero de peroxisomas con ruptura de su membrana
por grupos de tratamiento (densidad numérica de peroxisomas lesionados o
NvPelL) se observd que PAl tuvo una cantidad menor que los demas
grupos, siendo estadisticamente diferente, en cambio Iso PAl, PA2 y T544
tuvieron cuentas muy similares entre si, sin que se pudiera establecer una
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diferencia estadistica significativa entre ellos como se puede ver en la tabla

=
2.

TABLA S

DENSIDAD NUMERICA DE LOS PEROXISOMAS LESIONADOS
(NvPeL)
Densidad Desviacion ANOYA
numérica estandar Alfa = 0.05
Grupo control <200 10.3 P < 0.0000001
Pal 728.6 26.1 P < 0.0000001
[soPal 028.6 80.6
'Pa2 856.2 52.2
T544 809.9 44.7

PA1. peroxisomicina Al; IsoPA1, isoperoxisomicina Al; PA2, peroxisomicina A2 y T-544,

Unicamente €l grupo control negativo y el grupo tratado con PA1l
mostraron una diferencia estadisticamente significativa en relacion el resto

de los grupos de tratamiento (P < 0.0000001) (Figura 19).
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Efecto de los compuestos antracendnicos sobre C. boidinii
Densidad numérica de los peroxisomas lesionados

1200 (NvPeL)
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P< 0.0000001

Figura 19. - Gréfica de cajas que muestra el nimero de peroxisomas lesionados por grupos de tratamiento.
El grupo tratado con PA1 fue el que mostré el menor niimero de peroxisomas lesionados con relacién a los

otros grupos de tratamiento, el grupo control mostré el menor nimero de peroxisomas lesionados.

La tabla 4 muestra los datos de todas las mediciones efectuadas por grupos
de tratamiento, donde se puede observar que la proporcién de
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peroxisomas lesionados y peroxisomas totales entre PA1 y T544 fue igual.

Dicha proporcion fue diferente a la que presentan [soPA1 v PA2.

TABLA 4

RESUMEN DE LAS DENSIDADES NUMERICAS CALCULADAS
PARA LOS DIFERENTES GRUPOS DE TRATAMIENTO.

Grupos de NvCel-Pel. | NvPe-Total NvPeL
. NvPeL NvPe-Toral
tratamiento
. Grupo control 0.0 20200 | <200.0 9.9%
| PA1 919.7 1534.0 728.6 47 5%
i IsoPAl 867.2 1770.1 928.6 52.4%
| PA2 863.4 1707.9 856.2 50.1%
' T544 646.9 1654.3 | 809.9 47.9%

CN. Control negativo: PAL, peroxisomicina A); IsoPA . isoperoxisomicina Al: PA2, peroxisomicina A2

v T-544.
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CAPITULO 4

DISCUSION

En el presente estudio se comprobo la hipotesis de que los compuestos
antracenonicos analizados: PA1, IsoPAl, PA2 y T544, fueron capaces de
lesionar la membrana peroxisomal de C. boidinii con diferente intensidad.

Este trabajo se disefi6 con el proposito de conocer el grado de
toxicidad de dichos compuestos sobre los peroxisomas de C. boidinii, y
correlacionar su estructura quimica con la magnitud del dano observado.

La toxicidad se evalué mediante la cuantificacién morfométrica de la
lesion sobre la membrana peroxisomal, partiendo del supuesto de que las
diferencias en la intensidad de la lesion se pueden evidenciar mediante un
analisis morfométrico comparativo.

A través del andlisis morfolégico se comprobd una vez mas la lesién

sobre la membrana peroxisomal que producen PAL, IsoPA1l, PA2 y T-544,
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lo que concuerda con los estudios de Sepiilveda Saavedra y colaboradores™,
y Salazar Aranda’”.

Aun cuando en las observaciones por microscopia de contraste de
fases de los cultivos que crecieron en metanol como fuente unica de
carbono y en presencia de PA2, Salazar Aranda no observé cambios en la
organizacion celular de C. boidinii, en los estudios de microscopia
electronica de transmision realizados por €l mismo, demostrd6 que PA2
produjo lesién sobre la membrana peroxisomal. En nuestro estudio ademads
de corroborar lo reportado por Salazar Aranda *° de que PA2 es capaz de
producir ruptura de la membrana peroxisomal también observamos que este
compuesto puede producir cambios en la morfologia normal de la
mitocondria, efecto que también lo presentaron las células de C. boidinii
incubadas con IsoPA1.

En las células incubadas con IsoPAl y PA2, observamos formas
uregulares y abigarradas de las mitocondrias asi como el tamario de las
mismas fuera de pardametros normales, lo cual no se habia reportado con
anterioridad, aunque con PA2 aparentemente la magnitud del dafio
mitocondrial fue menor. A diferencia de estos dos compuestos, hasta el
momento no se ha reportado que PAl haya producido dafio a otros

organelos celulares.
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Lo anterior indica que las caracteristicas estructurales comunes de
PAIL, IsoPAl, PA2 y TS544 podrian ser las responsables del dario
peroxisomal y que las diferencias existentes en IsoPAl y PA2 respecto a
PA1 las responsables de producir alguna lesién mitocondrial o en otros
organelos.

En un estudio previo Moreno™ y colaboradores reportaron relaciones
estrechas entre la estructura quimica y el efecto (grado de inhibicion de la
catalasa bovina) de los compuestos antracendénicos. Ellos también
reportaron que las toxinas mds activas son las que poseen dos grupos
antracendnicos: PAL y PA2.

Estudios mas minuciosos en este sentido deberan ser implementados
en un futuro con el fin de determinar si existe lesion en otros organelos, o
incluso en otros modelos celulares, asi mismo para confirmar el dano
mitocondrial observado y el mecanismo por el cual se produce.

Por ultimo, también en este estudio se observd la presencia de
peroxisomas de varios tamarios en las micrografias de todos los grupos de
tratamiento, aunque el tamafio del perfil de cualquier estructura esta
influenciado por el nivel al cual pase la cuchilla al momento del corte. Este

estudio no incluyo algiin método para medir dicho parametro.
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En el analisis morfométrico pudimos observar diferencias
estadisticamente significativas en la capacidad para producir la lesion
peroxisomal entre PA1 y T544, capacidad que influyé en la densidad
numérica (conteo) de células con peroxisomas lesionados (NvCel-Pel),
correlacionando con lo reportado por Salazar®.

Los cultivos incubados con PAI, IsoPAl y PA2 tuvieron NvCel-PeL
muy similares entre si, dichas densidades resultaron ser mayores a la del
grupo tratado con T544. Esto puede deberse a las diferencias estructurales
entre las moléculas de los compuestos.

Todos los compuestos antracenonicos analizados produjeron la lesion
sobre la membrana peroxisomal. Al calcular la densidad numérica
peroxisomal total (NvPe-Total 6 numero total de peroxisomas por célula)
asi como el numero de peroxisomas con lesion sobre su membrana
(densidad numeérica de peroxisomas lesionados NvPe¢L), se encontrd que el
grupo tratado con PAl fue el que tuvo el conteo menor, tanto de
peroxisomas totales como de peroxisomas lesionados en relacion con los
otros grupos de tratamiento, los cuales no mostraron diferencia estadistica

entre ellos. Una vez mas PAl fue la mas activa y T544 la menos activa,

.8 30
resultados que coinciden de nuevo con lo reportado por Salazar™,
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La baja densidad numérica peroxisomal total y baja densidad
numeérica de peroxisomas lesionados mostradas por PAl muy
probablemente se debieron a que su toxicidad acelerd la tasa de recambio
peroxisomal en las células de este grupo.

No fue posible establecer una clara diferencia entre los efectos de PA2
e IsoPAl en relacion con T544 y PAl ya que al mismo tiempo que
mostraron un numerc menor de células con al menos un peroxisoma
lesionado con relacién a T544, también mostraron un numero mayor de
peroxisomas totales que el encontrado en el grupo tratado con PALl. Aun
cuando Salazar habia reportado que IsoPA1 mostré un efecto similar al de
PA1 tanto en la magnitud de!l dafio peroxisomal como en la desorganizacién
celular, en nuestro estudio no fue posible confirmarlo ya que encontramos
que IsoPAl produjo un menor efecto sobre los peroxisomas que PAl y
dicho efecto fue muy similar al que produjo PA2.

Es posible que exista tal diferencia pues adicionalmente, en el analisis
morfolégico, se evidencié que PA2 e IsoPAl tienen efectos en otros
organelos como la mitocondria, como ya se habia comentado en parrafos
anteriores. Sera necesario el disefio de otros estudios para esclarecer si
existe diferencia tanto en su grado de toxicidad como en su mecanismo de

accion.
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En resumen, se concluye que PA1 es mas toxica para los peroxisomas
que TS544, pues aunque proporcionalmente la cantidad de peroxisomas
lesionados fue la misma (47%) con ambos compuestos, la PA1l tuvo menor
cuenta peroxisomal total por célula, menor numero de peroxisomas
lesionados, y a la vez mayor numero de células con dafio peroxisomal que
T544. En éste ultimo compuesto el efecto fue exactamente el contrario:
mayor numero de peroxisomas totales, y como consecuencia de
peroxisomas lesionados por célula, pero el numero de células con

peroxisomas lesionados fue menor.
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CAPITULO 5

CONCLUSIONES

Se comprueba la hipétesis de que existen diferencias en la intensidad
de la lesion producida por los compuestos antracenonicos analizados sobre
los peroxisomas de C. boidinii.

Atendiendo a la intensidad del dafio podemos concluir que:

PA1 mostrd una mayor capacidad para producir la lesion peroxisomal
que IsoPAl, PA2 y T544.

T544, a la dosis utilizada, tuvo el menor efecto sobre los peroxisomas
entre |os cuatro compuestos estudiados.

[soPAl y PA2 exhibieron el mismo efecto sobre la membrana
peroxisomal.

IsoPAl y PA2 produjeron alteraciones en la forma y tamafio normales

de las mitocondrias de C. boidinii.
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APENDICE A

Preparacion de las rejillas con soporte

Se calienta agua en una placa de petri a 40°C y se deja
caer una gota de colodion. Al formarse una pelicula
sobre el agua se van colocando las rejillas con el lado
opaco hacia abajo. Para sacar las rejillas se coloca un
papel parafilm sobre toda la superficie y se levanta, las
rejillas se pegan en el papel. Se dejan secar y se pueden

utilizar un dia después.
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APENDICE B

Preparacion de soluciones

Solucion contrastante

Acetato de uranilo 5% 05g
Alcohol etilico 50% preparado

con agua ultra pura 10 mL
Se guarda en el refrigerador cubierto con papel

aluminio
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APENDICE C

Obtencion de los cortes en el ultramicrotomo

Los bloques fueron preparados bajo un microscopio
estereoscopico para formar una pirdmide en el sitio
donde se encontraba la muestra.

Posteriormente se lleva el bloque al ultramicroscopio en
donde con la ayuda de una cuchilla de diamante se
obtienen los cortes finos que serdn montados sobre las

rejillas de cobre.
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APENDICE D

Contrastacion de los cortes

En una placa petri bien limpia se coloca un papel
parafilm con gotas de acetato de uranilo y sobre las gotas
se colocan las rejillas cuidando de ponerlas con los
cortes hacia abajo para que estén en contacto con el
colorante. Se dejan por 5 6 7 minutos dependiendo de la
muestra. Se lavan las rejillas por 1 minuto con agua ultra

pura y s€ secarl.
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APENDICE E

Microscopia electrénica

Una vez contrastadas las rejillas estas se colocan dentro
del portamuestras del microscopio electronico el cual se
introduce lentamente dentro de la esclusa y una vez que
se ha extraido el aire y se tiene dicha esclusa al vacio, se
introduce lentamente para colocar la muestra en el gje de
trayectoria de los electrones dentro del tubo del
microscopio  electronico. Mediante wuna pelicula
fotografica que previamente se ha colocado dentro de la
camara del microscopio se recaban las imagenes
generadas por el paso de electrones a través de la

muestra.
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APENDICE F

Revelado y amplificacion de las micrografias

Una vez tomadas las micrografias, el rollo es revelado en
un cuarto oscuro mediante el uso de soluciones
fotograficas reveladoras y fijadoras. Posteriormente se
deja secar el rollo de pelicula fotografica y se recortan
las micrografias, las cuales se colocan dentro de la
amplificadora y mediante el uso de luz blanca graduada
en tiempo e intensidad se imprimen los negativos sobre

papel fotografico de 203 x 240 mm
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APENDICE G

Calculo de las variables por el método de cuenta puntos.
Mediante una plantilla con lineas rectas de longitud
conocida (z) orientadas al azar, la cual se sobrepuso a
cada una de las micrografias, se calcula la proporcion
volumen-superficie de los perfiles de las estructuras de

interés (v/s)*° con la formula:

g

vis= z

|

z = longitud de las lineas de prueba.
P = Numero de extremos de las lineas de prueba que

caen dentro de los perfiles de las estructuras.

53



[ = Namero de intersecciones de las lineas de prueba con

los perfiles de las estructuras.

Posteriormente se calcula el diametro promedio de las

estructuras (D)'° con la férmula:

D=6v/s

Y por Gltimo se calcula la densidad numérica (Nv) con la

formula:

Nv=N,/D

N, = unidad de area del corte

Nv = densidad numérica o nimero promedio de perfiles.
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