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Propòsito y método del Estudio: T 514 es uno de los cuatro principios tóxicos extraídos de las plantas 
del género Karwinskia. La ingestión de los frutos de estas plantas causan neuropatia en animales y 
humanos. Roedores y monos intoxicados experimentalmente con T 514 mostraron daño hepático, 
pulmonar y renal grave. Estudios en hígado de la rata, ratón y mono intoxicados con T 514 demostraron 
una disminución en el número de peroxisomas. En levaduras metilotróficas T514 causa daño irreversible 
sobre la membrana peroxisomal de estas células, por ello se le renombró peroxisomicina A1(PA1). El 
ciofibrato induce un aumento en el número de peroxisomas y protege al hígado contra la intoxicación de 
algunos compuestos; por lo que es importante conocer la interacción biológica de estos dos compuestos. 
El propósito de este trabajo es investigar si el ciofibrato tiene un efecto protector contra el daño hepático 
causado por la PA1. Se utilizaron muestras de sangre e hígado de ratón CD-1 tratado con ciofibrato, 
PA1, combinación de ambos y aceite de cártamo como control. 
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enzimàtico. A nivel celular se observaron cuerpos autofágicos conteniendo peroxisomas y esteatosis. 
Además se observó la presencia de apoptosis y alteraciones mitocondriales, aspectos no reportados 
previamente. El pretratamjento con ciofibrato disminuyó estos efectos citotóxicos y el daño hepático 
evaluado por el estudio morfológico, el efecto protector es de aproximadamente un 50% evaluado por los 
niveles de aminotransferasas. 
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CAPITULO 1 

INTRODUCCIÓN 

1.1 PEROXISOMICINA A1. 

El género Karwinskia es un Taxón que pertenece a la familia de las Rhamnaceae1 y consiste en 

arbustos y árboles pequeños que crecen en zonas tropicales y desérticas. 

Existen 15 especies que habitan desde el sur de Estados Unidos, México, Centroamérica, norte 

de Colombia, Cuba, Haití y República Dominicana. En México existen 12 especies distintas2 de 

las cuales Karwinskia bumboldtiana es la más abundante3. La ingestión accidental del fruto de 

esta planta causa parálisis. Esta es una de las primeras descripciones del efecto tóxico que se 

tienen en la literatura y se remonta hacia finales del siglo XVIII en la obra "Historia de la Antigua 

o Baja California"4. 

Dreyer y cois.5 en 1975 aislaron por primera vez del endocarpio de la Karwinskia humboidtiana 

cuatro substancias que fueron identificadas como antracenonas diméricas y fueron 

denominadas de acuerdo a su peso molecular como T 496, T 514, T 516, y la T 549. 



OH OH 

OH Me 

Figura 1. Estructura química de T-514 o Peroxisomicina A1. 

Más tarde Waksman y cois.6 y 7 aislaron de la K. parvifolia, K. tehuacana y K. Lumbetlata otros 

compuestos antracenónicos: un diasteroisómero de la T 514 , un isómero de posición de la T 

514 (iso T 514) y la T 510. 

Bermúdez y cois8, trataron ratones con toxinas purificadas T 514 o T 544 o con fruto verde o 

maduro de la Karwinskia humboldtiana. Ellos demostraron que en ambos casos se presenta 

daño hepático y pulmonar grave. En este mismo estudio también se demostró que el fruto verde 

es más tóxico que el maduro y que la T 514 a diferencia de la T 544 tiene un efecto tóxico más 

marcado sobre el hígado, pulmón y riñón. Las lesiones pulmonares consistieron en congestión 

vascular progresiva y hemorragia. En el hígado causó congestión, hemorragia, degeneración 

hepática y necrosis centrolobulillar. 



Estudios con microscopía de luz realizados en hígado de macacos intoxicados con T 514 

demostraron la presencia de esteatosis y necrosis; de acuerdo con estos datos, los estudios de 

microscopía electrónica mostraron depósito de lípidos en el citoplasma asociado con cambios 

degenerativos subcelulares.9 

En rata, hámster y cuyo intoxicados con fruto maduro de Karwinskia humboldtiana se reportó la 

presencia de lesiones hepáticas, renales y pulmonares suficientemente graves para causar la 

muerte. También se demostró la selectividad tóxica hepatopulmonar10. 

Sepúlveda y cois11. Realizaron estudios en levaduras metilotróficas Hansenula polymorpha y 

Candida boidini, y observaron que en presencia de dosis no letales de T 514 se presenta ruptura 

selectiva e irreversible de la membrana peroxisomal de estas células, siendo removidos los 

peroxisomas dañados para su degradación en la vacuola digestiva. Debido a este hallazgo se 

renombró a la T 514, Peroxisomicina A1. Además del daño sobre la membrana peroxisomal, en 

este mismo estudio se reportó que no se afectan la actividad de las enzimas peroxisomales 

catalasa y alcohol oxidasa. 

El análisis cuantitativo de peroxisomas en hígado de rata, ratón y monos intoxicados con la T 

514 mostró disminución en el número de este organelo12*13. Este hallazgo sugiere que al igual 

que en las levaduras la PA1 causa daño selectivo a los peroxisomas de los mamíferos, los 

cuales después son removidos por la vía autofágica. Este último dato se comprobó en cultivo 

de órgano de hígado de macaca fasicuiarisu. 

Piñeyro y col15 . describieron por primera vez la toxicidad selectiva in vitro de la PA1 sobre 

diferentes líneas celulares cancerosas humanas provenientes del pulmón, hígado y colon. Esto 

fue confirmado por investigadores de las universidades de Berlín y Freiburg (Alemania) y 

recientemente en el Instituto Nacional de Cáncer (EUA). Esto ha motivado a que se intensifiquen 

los estudios encaminados a establecer a la PA1 como un posible agente antineoplásico. Se 

solicitó una patente para este uso y se le han otorgado seis patentes: en la comunidad de países 

europeos, Japón, Corea, Canadá, México y Estados Unidos10,17,18. 



1.2.1 Generalidades. 

Los peroxisomas fueron descritos por primera vez por Rodhin en 1954. Él describió a este 

organelo en túbulos contorneados de riñón de ratón mediante microscopía electrónica. Los llamó 

microcuerpos19 y 20, De Duve y cois21, fueron los primeros en llamarlos peroxisomas, ya que 

mediante estudios bioquímicos demostraron la presencia de oxidasas que al reaccionar con el 

substrato forman peróxido de hidrógeno y este a su vez es degradado por la catalasa. A este 

mecanismo que sucede en el peroxisoma se le conoce como "vía respiratoria peroxisomal" 

21,22,23.24 ( f j g 2 ) 

Acil Co-A graso 

O, OXIDASAS H2O2 — CATALASA H20 

Substrato 
oxidado 

Acetato 

Figura 2. Vía respiratoria peroxisomal. 



Investigaciones del ciclo del glioxilato25 en las semillas del frijol llevaron al descubrimiento de 

partículas subcelulares que contenían las mismas enzimas que los peroxisomas y desde 

entonces quedó establecido el nombre de glioxisomas en las plantas y peroxisomas en los 

tejidos animales. 

1.2.2 Morfología. 

Los peroxisomas se encuentran en todas las células eucariotes (a excepción de los eritrocitos 

maduros20,23,26) desde los organismos más sencillos, como las levaduras hasta los más 

complejos como el hombre. Su diámetro oscila entre 0.1-1.5 nm, poseen forma irregular. Los 

hepatocitos de los roedores contienen entre 400-600 peroxisomas, esto representa el 2% del 

volumen celular 27 y tienen un promedio de vida de cuatro días28. Están limitados por una 

membrana de 4.5-8 nm de grosor39|30y31. Esta membrana es altamente permeable a moléculas 

pequeñas como sacarosa, substratos pequeños e iones inorgánicos además de ser resistente a 

la lisis por digitonina y suceptible a la ruptura por tratamientos físicos como el congelamiento32. 

La matriz es electrondensa y finamente granular. Datos inmunocitoquímicos han demostrado 

que las enzimas no se encuentran distribuidas uniformemente, lo que nos indica que poseen un 

alto grado de organización estructural y que además este depende de la especie33. Estudios 

bioquímicos revelan la presencia de la enzima urato oxidasa asociada a un cristaloide localizado 

en el centro de los peroxisomas del hígado de la rata34 * 35. En algunas otras especies como en 

el hombre, los peroxisomas no presentan estas estructuras ya que carecen de esta enzima. En 

los peroxisomas de ciertas especies se observa una estructura electrondensa, aplanada, 

localizada en la periferia del organelo adyacente a la membrana denominada "placa marginal" 

compuesta por L-a-oxidasa B hidroxiácida36. 

1.2.3 Identificación bioquímica e histoquímica. 

Los peroxisomas se identifican en las células mediante técnicas bioquímicas, citoquímicas37 y 38 

e inmunocitoquímicas para demostrar la presencia o la actividad de enzima como la de catalasa. 



1.2.4 Función. 

Los peroxisomas participan en una gran variedad de procesos anabólicos y catabólicos en la 

célula. Entre los más importantes se encuentran: el metabolismo del peróxido de hidrógeno. La 

p- oxidación de ácidos grasos de cadena larga (AGCL) y muy larga (AGCML), la biosíntesis de 

ácidos biliares y plasmalógenos, catabolismo de purinas y algunas reacciones del metabolismo 

del colesterol23,24,39,40. 

Además, las funciones peroxisomales en otros organismos incluyen la fotorespiración en las 

plantas, biosíntesis de penicilina en hongos filamentosos41, y el metabolismo de compuestos con 

un átomo de carbono (C1) en levaduras42 entre otras. 

1.2.5 Biogénesis Peroxisomal. 

Los peroxisomas se generan por fisión de peroxisomas existentes, que posteriormente 

adquieren proteínas de matriz y de membrana sintetizadas en el citoplasma (polisomas libres) y 

a través de la incorporación de vesículas provenientes del retículo endoplásmico rugoso43-44,45. 

1.2.6 Enfermedades Peroxisomales. 

El estudio de las enfermedades humanas que involucran deficiencias en el metabolismo 

peroxisomal se ha incrementado en los últimos años, y en la actualidad se han descrito por lo 

menos 14 enfermedades peroxisomales, las que se han clasificado dependiendo de los 

trastornos clínicos o bioquímicos que presentan. Estas enfermedades se caracterizan ya sea por 

un defecto en la biogénesis peroxisomal con disminución o ausencia total de peroxisomas, o por 

deficiencia de una o más enzimas peroxisomales. Algunos ejemplos de estas enfermedades son 

el Síndrome de Zellweger o Síndrome Cerebrohepatorrenal, la enfermedad infantil de Refsum, 

acatalasemia, adrenoleucodistrofia neonatal y ligada al cromosoma x23-2®4647'48 



1.3.1 Proliferadores peroxisomales. 

Tanto en las levaduras como en los mamíferos los peroxisomas tienen la capacidad de proliferar 

y de modificar su composición como respuesta a agentes químicos o por factores ambientales 

(insecticidas, productos del petróleo, etc.)29'49- A estos compuestos capaces de inducir a un 

aumento peroxisomal se les denomina proliferadores peroxisomales, de los cuales los más 

importantes son: 

• Todos los compuestos derivados de los fibratos: clofibrato, bezafibrato, ciprofibrato, 

fenofibrato, gemfibrosil, etc. 

• Algunos compuestos no relacionados con clofibrato: aspirina, clorciclicina, clorpromazina, 

fenotiacina, tiadenol, ácido tíbrico, ácido valproico, entre otros. 

• Condiciones fisiológicas: dieta alta en grasas, dieta alta en fitol, inanición, deficiencia de 

vitamina E, hipertiroidismo. 

• Agentes contaminantes ambientales: plásticidas, herbicidas, insecticidas, agentes 

desen grasa ntes29,50,51 etc. 

Se ha reportado que en hepatocitos de roedores tratados con clofibrato (etil-p-paraclorofenoxi-

isobutirato) cuyo metabolito activo es el ácido clofíbrico, los peroxisomas ocupan hasta el 10% 

del volumen celular y en el homogenizado del hígado de estos animales se encontró que 

aumenta aproximadamente al doble la actividad de catalasa, mientras la actividad de enzimas 

involucradas en la ^-oxidación incrementan en aproximadamente 10 a 20 veces52. Además de 

los cambios bioquímicos, también se manifiestan cambios morfológicos como lo es el aumento 

en el tamaño de los peroxisomas y complejidad del retículo peroxisomal. 

Los proliferadores peroxisomales causan un efecto pleiotrófico común en los roedores así como 

hepatomegalia. Este agrandamiento del hígado ocurre a los primeros días de la aplicación del 

compuesto y se mantiene de esta forma hasta que es suspendida la administración del químico. 



Se cree que los efectos comunes de los proliferadores peroxoisomales son debidos a que 

comparten una semejanza en su formula estructural. 

CLOFIBRATO 

CI ( - - ) - o - c - c o o C2H5 

CH, 

AC. CLOFIBRfCO 

/ — \ CH, 

c / ( ' -O-C-COOH 

CHj 

Figura 3. Estructura química del clofibrato y ácido clofíbrico. 

Se ha propuesto un mecanismo mediado por receptores nucleares para explicar la respuesta a 

los proliferadores peroxisomales en donde el receptor se une al proliferador en el citoplasma 

celular formando así un complejo, el cual actúa directamente sobre el ADN modificando la 

transcripción de los genes peroxisomales51,52,53. El esquema con esta hipótesis se ilustra en la 

figura 4. 



Figura 4. Mecanismo de acción de los proliferadores peroxisomaíes 
por vía de receptores específicos. 

Se ha reportado que los receptores nucleares involucrados en este mecanismo pertenecen a la 

superfamilia de ligandos esteroideos54. Roedores que han sido expuestos por largos periodos de 

tiempo a proliferadores peroxisomaíes, desarrollan carcinomas hepatocelulares. Esto se ha 

explicado como resultado de un estrés oxidativo causado por la producción elevada del peróxido 

de hidrógeno, y de radicales tóxicos del oxigeno51'52'55 y al daño al DNA que causan. 

En la figura 5 se muestra la hipótesis que postula la formación de tumores carcinogénicos55'57. 
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Figura 5. Secuencia de eventos de la indución de tumores 
en roedores expuestos por largos períodos tiempo con 
proliferadores peroxisomales. 

También se han reportado agentes que causan una disminución en el número de peroxisomas: 

la peroxisomicina A112,13 y el factor de necrosis tumoral alfa (TNFa)56. 



1.3.2 Efectos del Clofibrato. 

En la tabla 1 se muestran los principales efectos causados por el clofibrato 

EFECTOS DEL CLOFIBRATO 

• Disminución de Lípidos séricos 
• Disminución del Colesterol sérico 

• Aumenta el número de peroxisomas 
• Aumenta las enzimas peroxisomales 
Sobre todo las involucradas en el metabolismo 
de ácidos de cadena larga y muy larga501'51, sin 
embargo el aumento de estas enzimas no va 
acompañado del aumento proporcional de 
catalasa peroxisomal que es la enzima que 
degrada al peróxido de hidrógeno501'51 . 

• Inducción de carcinomas hepatocelulares en roedores tratados por largos períodos de 
tiempo. 

TABLA 1 

1.3.3 Efecto hepatoprotector. 

Se reporta que el pretratamiento con clofibrato previene las lesiones hepáticas en ratas 

intoxicadas con acetoaminofén, tetracloruro de carbono, bromobenzoato, dietilmaleato, 

paraquat, nitrofurantoína y nitrosourea58. Estos estudios fueron realizados in vitro e in vivo, y en 

ambos casos se reportó que hay un efecto hepatoprotector. Se demuestra por estudios 

morfológicos y bioquímicos que en ratas intoxicadas con tetracloruro de carbono, cloroformo y 

bromobenzoato, previamente tratadas con clofibrato, existe protección contra el efecto tóxico de 

estas substancias59. Existen varías hipótesis respecto al mecanismo de acción, aunque aún no 

se ha esclarecido, algunos autores sugieren que es mediado por los niveles del glutation 

hepático reducido que se encuentra aumentado en los animales que han recibido clofibrato59. 



1.4 JUSTIFICACIÓN, HIPÓTESIS DE TRABAJO Y OBJETIVOS. 

1.4.1 Justificación. 

Como está reportado en la literatura, el clofibrato es una droga hipolipidémica e inductor de la 

proliferación peroxisomal60,61; y en las últimas décadas se ha demostrado que tiene un efecto 

protector contra químicos hepatotóxicos: acetoaminofen, tetracloruro de carbono, 

bromobenzoato, dietilmaleato, paraquat, nitrofurantoina y nitrosurea58, cloroformo y 

bromobenzeno59. 

Por otro lado la peroxisomicina A1 causa una disminución en el número de peroxisomas12'13 y es 

un agente marcadamente hepatotóxico8,9 '10. Tomando en cuenta los efectos descritos para cada 

compuesto, resulta de interés conocer cual es la interacción biológica que pueda existir entre 

ellos. 

1.4.2 HIPÓTESIS DE TRABAJO. 

El clofibrato tiene un efecto hepatoprotector contra la intoxicación causada por la peroxisomicina 

A1. 

1.4.3 OBJETIVO GENERAL. 

Evaluar el efecto del clofibrato como agente hepatoprotector y proliferador peroxisomal, en 

ratones intoxicados con peroxisomicina A1. 

1.4.4 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

1. Evaluar la histología y ultraestructura del hígado de ratones CD-1, de los siguientes grupos: 



A) Grupo experimental: ratones pretratados con clofibrato (500 mg/kg) diluido con aceite de 

cártamo y confrontados con una dosis de 2DLso (28 mg/kg.) de PA1 disuelta en aceite de 

cártamo. 

B) Control positivo de proliferación peroxisomal: ratones pretratados con clofibrato y 

confrontados con una dosis de vehículo. 

C) Control positivo de daño hepático: ratones pretratados con vehículo y confrontados con 

una dosis de 2DLso (28 mg/kg.) de PA1. 

D) Control vehículo: ratones tratados sólo con el vehículo. 

E) Control absoluto: sin tratamiento. 

2. Evaluar la actividad de las enzimas aspartato y alanina aminotransferasas en el suero de 

ratones de todos los grupos. 

3. Evaluar la proliferación peroxisomal por medio de la determinación de la actividad de la 

catalasa en hígado de ratones CD-1 de todos los grupos. 



CAPITULO 2 

MATERIAL Y MÉTODOS 

2.1 MATERIAL. 

2.1.1 MATERIAL BIOLÓGICO. 

90 ratones albinos de la cepa CD-1, machos con un peso de 25 - 35 gramos. 

2.1.2 TRATAMIENTO DE LOS ANIMALES. 

A) Se utilizó como vehículo aceite de cártamo de marca comercial, este mismo se empleo 

como solvente para la PA1 y el clofibrato. 

B) Clofibrato [2-(p-chlorophenoxy)-2-methylpropionic acid ethyl ester] en estado líquido de la 

marca Calbiochem(E.U.A). 

C) Peroxisomicina A1, lote 84, extraída y purificada en el laboratorio de extracción del 

departamento de Farmacología y Toxicología de la Facultad de Medicina de la U.A.N.L. la 

PA1 fue sometida a todas las pruebas fisicoquímicas y biológicas de control de calidad. 

2.1.3 TÉCNICAS MORFOLÓGICAS. 

Los reactivos utilizados fueron de alta calidad analítica, el agua utilizada fue ultrapurificada 

(sistema Milli—O de Millipore). 



A) Glutaraldehído, Tetraóxido de osmio, resinas epóxicas, cacodilato de sodio, acetato de 

uranilo, citrato de plomo, azul de toluidina, rejillas de cobre (200 "mesh") y moldes de 

inclusión; todo este material se obtuvo de Electron Microscopy Sciences (E.U.A). 

B) La diaminobenzidina ( 3,3' diaminobenzidine tetrahydrochloride dihydrate), glicina y peróxido 

de hidrógeno se obtuvieron de Sigma Chemical Company (E.U.A). 

C) El vidrio para preparar las cuchillas de Peleo y la cuchilla de diamante de la marca Diatome 

(Suiza). 

D) Los rollos de película para el microscopio electrónico de transmisión de la marca Agfa-

Gevaert AG (Alemania). 

E) El papel para la impresión de las micrografías electrónicas fue de la marca Eastman Kodak. 

2.1.4 TÉCNICAS BIOQUÍMICAS. 

A) Jeringas, agujas, material quirúrgico estéril; agua ultrapurificada por el sistema Milli-Q de 

Millipore. 

B) Microtainer de la casa Becton Dickinson. 

C) Fosfato monoácido y diácido de potasio, peróxido de hidrógeno, sacarosa, DTE, PMSF, 

tritón X 100 y EDTA de Sigma Company (E.U.A). Hidróxido de sodio y etanol de 

Merck.(Alemania). 

D) Albúmina sérica y reactivo de Bradford de Bio-Rad. 

2.2 EQUIPO. 

• Microscopio electrónico de trasmisión, Cari Zeiss EM 109. 

• Foto microscopio Cari Zeiss. 

• Microscopio estereoscópico American Optical. 

• Ultramicrotomo LKB BROMNA ULTRATOME. 

• Preparador de cuchillas de vidrio LKB BROMNA. 



• Vortex de American Scientific Products. 

• Potenciometro Orion Research. 

• Homogenizador de tejidos Potter-Evelhjeim, marca Bélico. 

• Espectrofótometro Spectronic. 

• Autoanaiizador automático Beckman con sistema SYNCHRON CX®. 

• Balanza Analítica Mettler. 

2.3 ESTRATEGIA EXPERIMENTAL 

La estrategia experimental que se siguió se esquematiza en la figura 6. 

ESTRATEGIA EXPERIMENTAL 

Vehículo 

10 días aceite de 
cártamo(5ml/kg) 

1 
Sacrificar a las 
4.8 y 24 hrs 

Clof ibrate 
10 días de 
clofibrato(500mg/kg) 

Ayuno 18 hrs 
Una dosis de a.de 
cartámo 5ml/kg 

1 Ayuno 18 hrs 

Una dosis de a. de 
cártamo 5ml/kg. 

i 
Sacrificar a las 4.8 y 
24 hrs 

PA1 

10 días aceite de 
cártamo(5ml/kg) 

Clofibrato-PAl 
10 días de 
clofibrato(500mg/kg) 

Ayuno 18 hrs 
Una dosis 
2DL S 0 de PAI 

1 Ayuno 18 hrs 

Una dosis 
2DLc«de PA1 

I 
Sacrificar a las 4.8 y 
24 hrs 

Sacrificar a las 4.8 y 
24 hrs 

Se extrae la sangre de la vena cava inferior, se deseca el hígado 

Estudios Morfológicos: Histología, Ultraestructura. 

Estudios Bioquímicos: Actividad de Catalasa hepática y niveles enzimáticos 
séricos de TGO v TGP. 

Figura 6. Estrategia experimental. 



2.4.1 Obtención de la muestra. 

Los ratones fueron sacrificados por dislocación cervical. Después, se procedió a realizar la 

disección, se extrajo la sangre de la vena cava inferior, se disecó el hígado, el cual fue 

fragmentado en tres porciones: las dos primeras para inclusión en resinas epóxicas, y la tercera 

se pesó y congeló a -20 °C, para la técnica bioquímica de la actividad de catalasa. 

2.4.2 Preparación del homogenado del hígado. 

Una de las porciones de hígado que sé tenia almacenada a -20 eC se descongeló y mantuvo en 

hielo aproximadamente a 4°C. Se transfirió a una caja petri de vidrio en donde se fragmentó con 

un bisturí hasta formar una papilla. Posteriormente el tejido se transfirió al vaso homogenizador, 

se le agregó la solución homogenizadora en una relación de 1:4. La homogenización se llevó a 

cabo en un homogenizador Potter - Evehjem a razón de 10 "stokes" durante un lapso de 15 

segundos y con intervalos de 5 segundos en hielo. Se determinó el volumen del homogenado y 

se separaron dos alícuotas de .5 mi. De las cuales una se utilizó de inmediato para determinar la 

actividad de catalasa y la otra se congeló a -20°C para posteriormente determinar las proteínas 

totales mediante el método de Bradford. 

2.4.3 ANÁLISIS MORFOLÓGICO. 

2.4.3.1 Detección cítoquimica de la actividad de catalasa peroxisomal. 

La actividad citoquimica de catalasa peroxisomal, se detectó por el método de Angermüller y 

Fahimi37 El procedimiento que se realizó para esta técnica se muestra en el apéndice A tabla 2. 



Las muestras fueron procesadas con la técnica habitual para microscopía electrónica: el tejido 

fue fijado en solución de Kamovsky-lto (ácido pícrico, formaldehído, glutaraldehído) en buffer de 

cacodilatos con pH 7.2-7.4. Postfijados en solución acuosa de tetraóxido de osmio al 2%, 

incluidos en resinas epóxicas. Se prepararon dos tipos de cortes: 

A) Semifinos, de 1jim de grosor, se montaron en un portaobjetos de los cuales uno se tiñó con 

azul de toludina y el otro no se tiñó, ambos para análisis por microscopía de luz. 

B) Finos, de aproximadamente 100 nm de grosor y contrastados con soluciones acuosas de 

acetato de uranilo al 5% y citrato de plomo al 0.4%, para el análisis de la ultraestructura. 

El procedimiento que se llevó a cabo para realizar esta técnica se muestra en el apéndice A 

tabla 3. 

2.4.4 ANALISIS BIOQUÍMICO. 

2.4.4.1 Determinación de aspartato aminotransferasa (AST) y alanina aminotransferasa 

(ALT) en suero. 

En la clínica son importantes dos transaminasas del suero la AST y ALT anteriormente 

conocidas como TGO y TGP respectivamente. El tejido hepático es rico en ambas enzimas y 

cuando existen lesiones en este tejido en donde se presenta citólisis del hepatocito hay un 

aumento en los niveles séricos de ellas. Por ello se utilizan como un parámetro para evaluar el 

grado de daño hepático. 

En la siguiente reacción, la aspartato amino transferasa cataliza la transaminación reversible de 

L-aspartato y a-cetoglutarato a oxaloacetato y L-glutamato. 

AST 
L-Aspartato + a-cetoglutarato A Oxaloacetato + L-glutamato 



En la siguiente reacción, la alanina amino transferasa cataliza la transam i nación reversible de L-

alanina y a-cetoglutarato a piruvato y L-glutamato. 

En ambas reacciones el sistema SYNCHRON CX mide el cambio de absorbancia a 340 nm, 

producido por el aumento o disminución de NADH + H* que ocurre durante la reacción 

enzimática. 

Este cambio de absorbancia es directamente proporcional a las actividades de la aspartato 

amino transferasa y alanina aminotrasferasa en la muestra. 

El procedimiento que se llevó a cabo para realizar esta técnica se muestra en el apéndice A 

tabla 3. 

2.4.4.3 Determinación de la actividad de catalasa en homogenados. 

La actividad de catalasa se determinó por el método de Aebi38. Este método espectrofotométríco 

se basa en la determinación de la disminución del peróxido de hidrógeno que actúa como 

sustrato, a una longitud de onda de 240 nm, temperatura de 25°C y pH 7.4. 

La actividad catalítica se muestra en la siguiente reacción: 

NADH + H 

L-alanina + a-cetoglutarato ^ 

NA 

NAI 
Piruvato + L-glutamato 

2H202 catalasa ^ 2H20 + 0 2 



Una unidad de cataiasa sé define38 como la cantidad necesaria de enzima para trasformar un 

umol de peróxido de hidrógeno por minuto, a 25 °C. 

El procedimiento que se llevó a cabo para la determinación de la actividad de cataiasa 

peroxisomal se muestra en el apéndice A tabla 4 . 

2.4,4.4 Determinación de Proteínas totales 

La concentración de proteínas se determinó por el método de Bradford62 el cuál se basa en la 

unión del colorante azul de Coomassie brillante G-250 a las proteínas causando un cambio del 

pico máximo de absorción del colorante de 465 nm a 595 nm. El incremento de absorbancia a 

595 nm es proporcional a la concentración de proteínas. 

El procedimiento que se siguió para realizar esta técnica se muestra en el apéndice A tabla 6. 

Para cada determinación se realizó una curva de calibración con estándares de albúmina sérica 

bovina a partir de una concentración de 2.5 hasta 20 ¡¿g de proteína, como se describe a 

continuación: 

Tubo Concentración Agua destilada (|il) Solución patr 

1 2.5 197.5 2.5 

2 5.0 195.0 5.0 

3 7.5 192.5 7.5 

4 10.0 190.0 10.0 

5 12.5 187.5 12.5 

6 15.0 185.0 15.0 

7 20.0 180.0 20.0 



Cada uno de los estándares se preparó por triplicado. En la figura 7 del apéndice A se muestra 

una de las curvas patrón que se utilizaron para calcular la concentración de proteínas totales, la 

explicación de los cálculos se ejemplifica en el apéndice C. 

2.4.5. Análisis estadístico. 

Cada una de las determinaciones analíticas: determinación de aminotransferasas, de actividad 

de catalasa y de proteínas totales, se realizaron por triplicado y se sometieron a la prueba de T 

de Student, para determinar la posible diferencia significativa con respecto al control sin 

tratamiento (control absoluto). 

La prueba de T Student se realizó con un valor de n = 3, utilizando un grado de significancia de 

P> 0.05. 



CAPÍTULO 3 

RESULTADOS 

3.1 ANÁLISIS MORFOLÓGICO POR MICROSCOPÍA DE LUZ. 

3.1.1 CONTROL SIN TRATAMIENTO. 

Todos los resultados histológicos y citoquímicos obtenidos del análisis de cortes semifinos a 

microscopía de luz, de todos los tiempos y condiciones experimentales, fueron comparados con 

los resultados obtenidos del control sin tratamiento (fig. 8A). Este correspondió a nuestro control 

absoluto; en el que se observó la histología normal del hígado, con hepatocitos ordenados en 

placas o láminas interconectadas. Estas láminas de hepatocitos están dispuestas radialmente 

con respecto a las ramas terminales de las venas hepáticas que corresponden a las venas 

centrales. 

Estas placas de hepatocitos están en relación a un lado y a otro con los sinusoides hepáticos, en 

las paredes de los cuales se observan núcleos de células que corresponden a células 

endoteliales y de Kupffer. Los hepatocitos muestran una forma poligonal o poliédrica con límites 

celulares definidos, uno o dos núcleos claros, centrales, con uno o más nucléolos. En su 

citoplasma se observan algunas gotas de lípidos, estructuras densas y oscuras que 

corresponden a peroxisomas y a otros organelos celulares. 



La figura 6 B ríos muestra el análisis histológico obtenido de los cortes de hígado de ratón 

tratados con aceite de cártamo que correspondió a nuestro grupo control vehículo. 

En este se observó la histología normal semejante a la del control absoluto ya descrita. 

3.1.3. CONTROL DE PROLIFERACIÓN PEROXIOSOMAL. 

Nuestro grupo control de proliferación peroxisomal lo conformaron ratones que fueron tratados 

con clofibrato. En la figura 8 C se muestra que la estructura histológica observada en estos 

cortes es semejante a la del control absoluto, diferenciándose únicamente por la presencia de 

numerosos puntos oscuros en el citoplasma que corresponden a los peroxisomas, los cuales 

aumentan progresivamente en relación con el tiempo de exposición. 



Figura 8. Hígado de ratón. A) Control sin tratamiento. Muestra hepatocitos normales 
con núcleos eucromáticos (N), nucléolos prominentes (Nu) y en el citoplasma gotas de 
lípidos (L) y peroxisomas (P). Obsérvense los límites celulares bien definidos (flechas) 
además de sinusoides con eritrocitos en su interior(E). B) Control vehículo. Se muestran 
los hepatocitos semejantes al control absoluto. C) Control de proliferación peroxisomal 
(grupo tratado con clofibrato) a un tiempo de exposición de 24 horas. Se observan 
hepatocitos normales con núcleo claro (N), y en su citoplasma numerosos peroxisomas 
(P), y algunas gotas de lípidos (L) Nótese los Límites celulares definidos (flecha). 
Fotomicrografía de luz. Inclusión en resinas epóxicas. Azul de toluidina. 126x. 



3.1.4 PRETRATAMIENTO CON ACEITE DE CÁRTAMO E INTOXICACIÓN CON 

PEROXISOMICINA A1 A UN TIEMPO DE EXPOSICIÓN DE 4 HORAS. 

Se observa por primera vez ligera congestión sinusoidal. En algunos hepatocitos se muestran 

áreas pequeñas con discontinuidad de los límites celulares, además de mostrar en el 

citoplasma algunos depósitos pequeños de lípidos, y algunos núcleos disminuidos de tamaño 

(Fig. 9A). 

3.1.5 PRETRATAMIENTO CON CLOFIBRATO E INTOXICACIÓN CON PA1 A UN TIEMPO 

DE EXPOSICIÓN DE 4 HORAS. 

En los cortes de hígado de ratones que se sometieron al pretratamiento con clofibrato y 

tratamiento de PA1, se observaron semejantes al grupo que fue intoxicado solo con la PA1, 

excepto en los límites celulares que en este caso, se mostraron definidos además de 

observarse numerosos peroxisomas en el citoplasma (fig. 9B). 

Figura 9. Hígado de ratón. Tiempo de exposición 4 horas. A) Control positivo de daño 
hepático (tratado con PA1), Se muestra una ligera congestión sinusoidal con eritrocitos en 
su interior (E), algunos hepatocitos con pérdida parcial de sus límites celulares (flecha) con 
núcleos eucromáticos (N), algunos núcleos disminuidos de tamaño (Np), y en el citoplasma 
gotas de lípidos (L). B) Tratado con clofibrato - PA1. Se muestran los hepatocitos 
semejantes a la fotomicrografía de la izquierda. Nótese los límites celulares definidos (flecha) 
y el creciente número de peroxisomas. Fotomicrografía de luz. Inclusión en resinas epóxicas. 
Azul de toluidina. 100x. 



3.1.6 PRETRATAMIENTO CON ACEITE DE CÁRTAMO E INTOXICACIÓN 

CON PEROXISOMICINA A1 A TIEMPO DE EXPOSICIÓN DE 8 HORAS. 

En los cortes de hígado del grupo de ratones tratados solo con la PA1 y sacrificados a las 8 

horas, se presentó un número mayor de hepatocitos con pérdida de los límites celulares, 

núcleos disminuidos de tamaño y que se tiñen más intensamente. Estos hepatocitos se 

encuentran alternando con otros de estructura normal (fig. 10A), 

3.1.7. PRETRATMIENTO CON CLOFIBRATO E INTOXICACIÓN CON 

PEROXISOMICINA A1 A TIEMPO DE EXPOSICIÓN DE 8 HORAS. 

En contraste con los cortes de hígado de los ratones que se sometieron al pretratamiento con 

clofibrato e intoxicados con PA1, los hepatocitos continúan conservando sus límites celulares 

definidos y en general la apariencia es semejante al grupo de exposición de 4 horas ya que se 

presentan células con núcleos disminuidos de tamaño y en el citoplasma numerosos 

peroxisomas (fig.10B). 



Figura 10. Hígado de ratón. Tiempo de exposición 8 horas. A} Tratamiento con PA1. Se 
muestran hepatocitos normales (Hn), entre otros con límtes celuares incompletos (flecha) 
y núcleos teñidos y reducidos de tamaño (N). B) Tratamiento con clofibrato - PA1. Se 
observan hepatocitos con límites celulares bién definidos (flecha), el citoplasma con 
numerosos peroxisomas ( P) y núcleos teñidos y reducidos de tamaño (N). Fotomicrografía 
de luz. Inclusión en resinas epóxicas. Azul de toluidina. 100x.. 



3.1.8 PRETRATAMIENTO CON ACEITE DE CÁRTAMO E INTOXICACIÓN 

CON PEROXISOMICINA A1 A UN TIEMPO DE EXPOSICIÓN DE 24 

HORAS. 

A este tiempo de intoxicación en los cortes de hígado de los ratones que se trataron con PA1 se 

presentó un daño generalizado, con infiltración grasa y áreas hemorrágicas; en los hepatocitos 

Se observan vesículas con fragmentos de núcleo con cromatina condensada y restos 

citoplásmicos en su interior, que por su morfología corresponden a cuerpos apoptósicos (fig. 11 

A). 

3.1.9 PRETR ATAMIENTO CON CLOFIBRATO E INTOXICACIÓN CON 

PEROXISOMICINA A1 A UN TIEMPO DE EXPOSICIÓN DE 24 HORAS. 

En los cortes de hígado de los ratones que se sometieron a un pretratamiento con clofibrato e 

intoxicaron con la Pal, se observaron hepatocitos que mostraron una morfología normal con 

límites celulares definidos, núcleos claros y nucléolos prominentes, alternando con otros que 

mostraron una núcleo basófilo y reducido de tamaño. Además de otros que contenían en su 

citoplasma cuerpos apoptósicos (fig.11B). 



Figura 11. Hígado de ratón. Tiempo de exposición 24 horas. A) Tratamiento con 
PA1. Se observan hepatocitos sin límites celulares (flecha), en su citoplasma 
múltiples gotas de lípidos (L) además de cuerpos apoptósicos (Ca), y áreas 
hemorrágicas. B) Tratamiento de ciofibrato - PA1. Se muestran hepatocitos de 
apariencia normal con límites celulares definidos (Hn), alternando con otros 
hepatocitos que presentan cuerpos apoptósicos en su citoplasma (Ca) y sinusoides 
congestivos con eritrocitos en su interior (E). Fotomicrografía de luz. Inclusión en 
resinas epóxicas. Azul de toluidina. 100x. 



3.2 ANÁLISIS POR MICROSCOPÍA ELECTRÓNICA 

3.2.1 CONTROL SIN TRATAMIENTO. 

Todos los resultados ultraestructurales y citoqulmicos obtenidos del exámen de cortes ultrafinos a 

microscopía electrónica de trasmisión, de todos los tiempos y condiciones experimentales fueron 

comparados con los resultados obtenidos del control sin tratamiento (fig.12A), que correspondió a 

nuestro control absoluto. En este se observó la ultraestructura normal de los hepatocitos con 

membranas celulares íntegras, núcleos eucrómaticos y nucléolos evidentes; en el citoplasma los 

organelos íntegros: mitocondrias, peroxisomas, retículo endopiásmico liso y rugoso, complejo de 

Golgi; además de lisosomas, cuerpos autofágicos y gotas lípidicas. 

3.2.2. CONTROL VEHÍCULO. 

En la figura 12B se muestra el análisis morfológico obtenido de los cortes de hígado de ratón 

tratados con aceite de cártamo, en el que se observó una ultraestructura celular semejante a la 

del control absoluto. 

3.2.3 CONTROL DE PROLIFERACIÓN PEROXISOMAL. 

En la figura 13A y 6 se muestra la ultraestructura celular observada en los cortes de hígado 

pretratados con clofibrato y tratados con aceite de cártamo en los cuales se observó una 

ultraestructura semejante a la del control absoluto, excepto que se presentaron numerosos 

peroxisomas. 



Figura 12. Hígado de ratón. A) Sin tratamiento (control absoluto). Se muestra un hepatocito 
con Núcleo eucromático (N), nucléolos (Nu), mitocondrias (M), peroxisomas (P). B) Tratamiento 
con vehículo (aceite de cártamo). Se muestra un hepatocito binucleado con la membrana 
citoplásmatica (Mp), núcleos claros (N), nucléolos (Nu), y en el citoplasma mitocondrias (M), 
peroxisomas (P). Micrografías electrónicas de transmisión, inclusión en resinas epóxicas, 
contrastados con acetato de uranilo y citrato de plomo. 3000x, 



Figura 13. Hígado de ratón. Tratamiento con clofibrato. A) Tiempo de exposición 4 horas. 
Se muestra un hepatocito con ultraestructura normal. En el citoplasma mitocondrias (M), 
obsérvese los numerosos peroxisomas (P). B) Tiempo de exposición 8 horas. Nótese el 
aumento de peroxisomas (P). Micrograffas electrónicas de transmisión, inclusión en resinas 
epóxicas, contrastado con acetato de uranilo y citrato de plomo. 3000x. 



3.2.4 PRETRATAMIE NTO CON ACEITE DE CÁRTAMO E 

PEROXISOMICINA A1 A UN TIEMPO DE EXPOSICIÓN DE 4 HORAS. 
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CON 

En los cortes de hígado de ratón intoxicados con solo la PA1 a este tiempo de exposición, se 

observaron hepatocitos con núcleos claros, nucléolos evidentes, en el citoplasma: peroxisomas, 

cuerpos autofágicos, algunos de los cuales contienen peroxisomas, gotas llpidicas de diversos 

tamaños. 

En todos los hepatocitos además de presentar mitocondrias de apariencia normal, también se 

observaron mitocontrias alteradas: Un extremo presenta las crestas mitocondriales íntegras y en 

el otro extremo pérdida de la membrana externa con protursión de la membrana interna 

conteniendo matriz mitocondrial de baja electrodensidad y ausencia de crestas, que en cortes 

transversales tiene la apariencia de vesículas vacías (fig. 17A y B). 

Algunas otras mitocondrias se mostraron aumentadas de volumen, con baja electrodensidad, 

pérdida parcial de la estructura interna (fig. 14 A). 

3.2.5 PRETRATAMIENTO CON CLOFIBRATO E INTOXICACIÓN CON PA1 A UN TIEMPO DE 

EXPOSICIÓN DE 4 HORAS. 

En los cortes ultrafinos de hígado de ratón pretratado con clofibrato e intoxicado con PA1, los 

hepatocitos muestran una ultrestructura semejante al control absoluto excepto que se observan 

en el citoplasma numerosos peroxisomas (fig 14 B). 



Figura 14. Hígado de ratón. Tiempo de 
de cártamo e intoxicado con PA1. Se muestra el núcleo de un hepatocito (N), en el 
citoplasma mitocondrias con apariencia normal (M), mitocondrias aumentadas de volumen y 
baja electrodensidad (Ma), mitocondrias con protursión de la membrana interna (Mp) y 
mitocondrias con pérdida de la matriz, estructura interna y discontinuidad parcial de las 
membranas (Me). B) Pretratamiento con clofibrato e intoxicado con PA1. Se muestra un 
hepatocito con núcleo eucromático (N), nucléolo (Nu), membrana nuclear (Mn), 
mitocondrias (M) y nótese la presencia de numerosos peroxisomas (P). Micrografías 
electrónicas de transmisión, inclusión en resinas epóxicas, contrastado con acetato de 
uranilo y citrato de plomo. 4400x. 



3.2.6 PRETRATAMIENTO CON ACEITE DE CÁRTAMO E INTOXICACIÓN CON 

PEROXISOMICINA A1 A UN TIEMPO DE EXPOSICIÓN DE 8 HORAS. 

Los hepatocitos de la mayor parte de las mitoeondrias se observan semejantes a los del 

control absoluto. También se observan algunas alteradas, semejantes a las del tiempo de 

intoxicación de 4 horas. (fig.15A). 

3.2.7 PRETRATAMIENTO CON CLOFIBRATO E INTOXICACIÓN CON PA1 A UN 

TIEMPO DE EXPOSICIÓN DE 8 HORAS. 

Los hepatocitos muestran una apariencia semejante al grupo de ratones que solo se 

intoxicaron con PA1, a este mismo tiempo de exposición; excepto que en citoplasma se 

presentaron numerosos peroxisomas (fig. 15B). 

Figura 15. Hígado de ratón. Tiempo de exposición 8 horas. A) Pretratamiento con aceite 
de cártamo e intoxicado con PA1. Se muestra parte del núcleo de un hepatocito (N), la 
envoltura nuclear (En) y en el citoplasma la mayoría de las mitoeondrias con apariencia 
normal (M) y mitoeondrias alteradas con pérdida parcial de matriz y estructura interna 
(Ma). B) Pretratamiento con clofibrato e intoxicado con PA1. Se muestra un hepatocito 
que en el citoplasma presenta mitoeondrias normales (M) y nótese la presencia de 
numerosos peroxisomas (P). M ¡orografías electrónicas de transmisión, inclusión en resinas 
epóxicas, contrastado con acetato de uranilo y citrato de plomo. 4400x. 



3.2.8 PRETRATAMIENTO CON ACEITE DE CÁRTAMO E INTOXICACÓN CON 

PEROXISOMICINA A1 A UN TIEMPO DE EXPOSICIÓN DE 24 HORAS. 

En los cortes de hígado de ratón intoxicados con PA1 y sacrificados 24 horas después, se 

observaron hepatocitos con daño severo generalizado con acúmulos lipidíeos, en el 

citoplasma la alteración mitocondrial se presenta generalizada con el patrón característico 

ya descrito en el grupo de ratones intoxicados con PA1 expuestos durante 4 horas (fig. 17 

A). Además se observaron numerosos cuerpos tanto autofágicos como apoptósicos (fig. 

16A). 

3.2.9 PRETRATAMIENTO CON CLOFIBRATO E INTOXICACIÓN CON PA1 A UN 

TIEMPO DE EXPOSICIÓN DE 24 HORAS. 

En los cortes de hígado de ratón pretratados con clofibrato e intoxicados con PA1 a este 

mismo tiempo de exposición, los hepatocitos mostraron un daño significativamente menor 

en comparación con el grupo de ratones que no recibieron el pretratamiento con clofibrato, 

sin embargo se presentaron las alteraciones mitocond ríales semejantes a las ya descritas, 

en un número menor que en el grupo de ratones que solo se intoxicaron con la PA1 a este 

mismo tiempo de exposición (fig.176). También se presentaron cuerpos autofágicos, 

apoptósicos en menor proporción que el grupo antes mencionado. Además de numerosos 

peroxisomas (fig.16B). 



Figura 16. Hígado de ratón. Tiempo de exposición 24 horas. A) Pretratamiento con aceite 
de cártamo e intoxicado con PA1. Se muestran en el citoplasma de un hepatocito 
numerosas mitocondrias alteradas (Ma), un fragmento de núcleo con la cromatina en forma 
de media luna, característico de un cuerpo apoptósico (Fn), cuerpos apoptósicos (Ca) y gotas 
de lípidos (L). B) Pretratamiento con clofibrato e intoxicado con PA1. Se muestran 
mitocondrias alteradas, nótese la disminución del daño en contraste con las mitoconrias de la 
foto de la izquierda (Ma), un gran cuerpo apoptósico ( Ca) y numerosos peroxisomas (P). 
Micrografias electrónicas de transmisión, inclusión en resinas epóxicas, contrastados con 
acetato de uranilo y citrato de plomo. 4400x. 



Figura 17. Hígado de ratón. Tiempo de exposición 24 horas. A) Pretratamiento con aceite de 
cártamo e intoxicado con PA1. Se muestra mitocondria alterada (M) obsérvese el patrón 
característico en un extremo las crestas y en el otro una protursión de la membrana externa 
con martiz que carece de ia estructura interna (flecha). B) Pretratamiento con clofibrato e 
intoxicado con PA1. Se muestra la alterción mitocondrial carcaterística (flecha). Micrografías 
electrónicas de transmisión, inclusión en resinas epóxicas, contrastados con acetato de uranilo 
y citrato de plomo. 12000x. 



3.3 ANALISIS BIOQUÍMICO 

3.3.1 DETERMINACIÓN DE ASPARTATO AMINOTRANSFERA EN SUERO (AST). 

Este parámetro lo utilizamos para evaluar el daño hepático. Todos los resultados cuantitativos 

obtenidos del análisis de las transaminasas en suero, de todos los tiempos y condiciones 

experimentales fueron comparados con los resultados obtenidos del control sin tratamiento que 

correspondió a nuestro control absoluto. 

3.3.1.1 A LAS 4 HORAS. 

En el grupo de ratones que se sometieron al tratamiento con clofibrato se muestra un ligero 

ascenso de los valores de unidades con respecto al control absoluto, en contraste con el grupo de 

ratones que se intoxicaron solo con la PA1 en donde la concentración de esta enzima se mostró 

aproximadamente al doble. En el grupo de ratones que se pretrataron con clofibrato y se 

intoxicaron con PA1 la concentraciones de la AST mostraron valores muy semejantes a los del 

control absoluto (fig. 18). 

3.3.1.2. A LAS 8 HORAS. 

Los valores de esta enzima son semejantes a los del grupo de 4 horas. 

3.3.1.3 ALAS 24 HORAS. 

En el grupo de ratones tratados con clofibrato la concentración de la AST, mostró un aumento 

aproximadamente del doble, en contraste con el grupo de ratones intoxicados con la PA1 los 

valores de la AST alcanzaron cifras hasta 11 veces más altas; sin embargo en el grupo pretratado 

con clofibrato e intoxicado con la PA1 los valores disminuyeron aproximadamente al 50% con 

respecto al grupo intoxicado con la PA1 (fig. 18). 



ASPARTATO AMI NOTRANSFERASA 
(AST) 
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Figura 18. Análisis cuantitativo de aspartato aminotransferase. Se tomaron como valores de 
referencia las unidades internacionales obtenidas en el grupo control sin tratamiento. Obsérvese 
como a las 24 horas la concentración de la enzima alcanza niveles muy elevados, en el grupo 
intoxicado con PA1 y ese valor disminuye (787 IU/I) en el grupo que fue pretratado con clofibrato e 
intoxicado con la PA1. 



3.3.2 DETERMINACIÓN CUANTITATIVA DE ALANINA AMINOTRANSFERA EN SUERO (ALT). 

3.3.2.1 A LAS 4 HORAS. 

A este tiempo de exposición el único grupo que registró cambio fue el grupo de ratones tratados 

con olofibrato el cual mostró un aumento de aproximadamente el doble (fig. 19). 

3.3.2.2 A LAS 8 HORAS. 

Todos los valores se mostraron semejantes al tiempo de exposición de 4 horas (fig. 19). 

3.3.2.3 A LAS 24 HORAS. 

En el grupo de ratones intoxicados con la PA1 la concentración de la enzima aumentó 

aproximadamente 13 veces más que el control absoluto y en el grupo de ratones que fue 

pretratado con clofibrato y fue intoxicado con PA1 estos valores disminuyeron en aproximadamente 

el 50% (fig. 19). 
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Figura 19. Análisis cuantitativo de alanina aminotransferasa. Se tomaron como valores de 
referencia las unidades internacionales obtenidas en el grupo de control sin tratamiento. 
Obsérvese como a las 24 horas la concentración de la enzima alcanza niveles muy elevados 
(624 IU/L), en el grupo intoxicado con PA1 y ese valor disminuye (331 IU/I) en el grupo que 
fue pretratado con clofibrato e intoxicado con la PA1. 



3.3.3 DETERMINACIÓN DE LA ACTIVIDAD DE CATALASA EN HOMOGENADOS DE HÍGADO. 

Todos los resultados de todos los tiempos y condiciones experimentales que obtuvimos fueron 

comparados con los resultados obtenidos del control sin tratamiento (control absoluto). 

En la figura 20 se muestra como en el grupo de ratones que se trataron con clofibrato la 

concentración de la enzima aumenta de una manera progresiva sobre el tiempo de exposición 

hasta alcanzar más del doble aproximadamente con respecto al control absoluto. 

Caso contrario sucedió con el grupo de ratones intoxicados con la PA1 en donde observamos 

como los niveles de la enzima disminuyeron sobre el tiempo de exposición sobre todo de las 4 a 8 

horas, ya que de las 8 a 24 horas se mantuvieron los niveles casi ¡guales. 

En el grupo de ratones que se sometieron al pretratamiento con clofibrato e intoxicados con PA1 

los niveles de la actividad de catalasa se mantuvieron semejantes a las del control absoluto en los 

tres tiempos de exposición. 
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Figura 20. Actividad de catalasa. Notóse el aumento progresivo en los niveles enzimáticos del 
grupo del clofibrato conforme pasa el tiempo de exposición; en contraste con la disminución 
causada en el grupo PA1. Obsérvese como los niveles de la actividad de catalasa en el grupo de 
clofibrato/PA1 se mantienen semejantes al control absoluto. 



CAPÍTULO 4 

DISCUSIÓN 

De acuerdo a los resultados obtenidos nuestros resultados, se acepta la hipótesis de trabajo 

planteada: "el clofibrato tiene un efecto hepatoprotector contra la intoxicación causada por la 

peroxisomicina A1". 

En el presente estudio, se confirmó la presencia de congestión vascular, hemorragia, degeneración 

hepática, esteatosis y necrosis, así como autofagia de peroxisomas en hígado de ratones 

pretratados con aceite de cártamo e intoxicados con PA1. Además se demostró que la PA1 causa 

apoptosis identificable desde las 4 horas posteriores al tratamiento, ya que se observaron 

alteraciones mitocondriales, reportadas por Angermüller y cois63., quienes proponen que estas 

alteraciones anteceden a la fragmentación de la cromatina y que representan un marcador 

temprano de la apoptosis en el hepatocito. 

Por ello, consideramos que al tiempo de exposición de 4 a 8 horas los hepatocitos ya han iniciado 

el proceso de apoptosis, como se evidencia en el tiempo de exposición de 24 horas, por la 

presencia de numerosos cuerpos apoptóticos. 

Nuestro estudio se realizó in vivo, y los estudios morfológicos tanto de microscopía de luz como 

electrónica nos indicaron que en el grupo de ratones que se sometieron al pretratamiento con 

aceite de cártamo y se intoxicaron con PA1 desde un tiempo de exposición de 4 horas, se 

observaron la mayor parte de las mitocondrias alteradas, acumulo de gotas lípidicas y cambios 

degenerativos sub-celulares. 

En el grupo de ratones que se sometieron por 10 días al pretrata miento con clofibrato y se 

intoxicaron posteriormente con PA1, a las 4 horas de exposición todos los hepatocitos se 



mostraron semejantes al control absoluto, solo se diferenciaron por la presencia de numerosos 

peroxisomas. En este mismo grupo de ratones pero a un tiempo de exposición de 8 horas, 

nuevamente se observó la proliferación peroxisomal, sin embargo no hubo diferencia con respecto 

al grupo de ratones intoxicados con PA1 a este mismo tiempo de exposición. En contraste, a las 24 

horas de exposición se presentaron áreas de hepatocitos semejantes a las del control absoluto. 

También se observó: proliferación peroxisomal, alteración mitocondrial como la ya descrita, 

además de numerosos cuerpos autofágicos. Se observaron numerosos cuerpos apoptóticos que 

aunque no se cuantificaron, aparentemente son más numerosos aun, que en el grupo de ratones 

que solo fueron intoxicados con PA1, por ello se sugiere examinar en estudios futuros la existencia 

de un posible efecto sinèrgico de estos dos compuestos respecto a la inducción de apoptosis. 

Por otro lado también se ha reportado que el clofibrato induce a la apoptosis de células de 

hepatoma AH-130 64• El mecanismo por el cual el clofibrato induce a estas células al proceso de 

apoptosis tampoco se ha esclarecido. 

Los resultados morfológicos, sugieren que el clofibrato tuvo un efecto protector contra el daño 

hepático causado por la PA1 que fue más notable a las 24 horas de exposición. Así se disminuye 

el depósito de lípidos y el deterioro de la ultraestructura de los hepatocitos. 

Otro parámetro empleado para evaluar el posible efecto protector del clofibrato fue la 

determinación de los niveles enzimáticos de las aminotransferasas (AST y ALT) en suero. Los 

niveles de las aminotransferasas se elevan progresivamente con el tiempo de exposición en el 

grupo de ratones que se intoxicaron con PA1, lo que nos indica un daño hepático severo con 

citolísis del hepatocito, a las 24 horas de exposición. 

En contraste con el grupo de ratones que fue sometido al pretratamiento con clofibrato e intoxicado 

con la PA1, estos niveles enzimáticos disminuyen hasta alcanzar valores de aproximadamente un 

50% con respecto a los del grupo de ratones intoxicados con PA1, lo que confirmó el efecto 

protector sobre la citólisis. 

La determinación de la actividad de catalasa, fue otro de los parámetros utilizados para evaluar la 

respuesta de los hepatocitos a los distintos tratamientos, este se empleó para evaluar 

indirectamente el número de peroxisomas. 



En el grupo de ratones tratados con el clofibrato se observó un aumento progresivo de la actividad 

de cataiasa con el tiempo de exposición, este aumento rebasó a más del doble con respecto a los 

niveles enzimáticos del control absoluto. Lo que nos indica el aumento en el número de 

peroxisomas ya reportado35 y59. 

En el grupo de ratones que fue pretratado con el clofibrato e intoxicado con la PA1 la actividad de 

cataiasa permaneció semejante al grupo control absoluto lo que sugiere que el número de 

peroxisomas se conservó casi inalterable. 

Todos estos datos permiten concluir que la PA1 causa por un lado un efecto citolítico que 

ocasiona el aumento de los niveles de las aminotransferasas, y por otro lado induce a la aparición 

de apoptosis. Mientras que con el clofibrato se protege al hepatocito del efecto citolítico no así de 

la inducción a la apoptosis, la que se incrementa en este grupo de tratamiento. 



CONCLUSIONES, PERSPECTIVAS Y CONTRIBUCIONES 

5.1 CONCLUSIONES. 

1. Se acepta la hipótesis de trabajo planteada: "el clofibrato tiene un efecto hepatoprotector contra 

la intoxicación causada por la peroxisomicina A1. 

2. Se confirma el efecto hepatotóxico de la PA1 ya reportado y se demuestra la presencia de 

apoptosis. 

3. Se confirma la proliferación peroxisomal en hígado de ratones tratados con clofibrato, esto 

demostrado por la determinación de la actividad de catalasa que se mostró aumentada en los 

grupos de ratones con tratamiento de clofibrato (control de proliferación peroxisomal). 

4. Se demuestra por primera vez una alteración mitocondrial característica que antecede a la 

fragmentación de cromatina, proceso que se hace evidente en la apoptosis, a las 4, 8 y 24 

horas de exposición a la PA1 y a las 8 y 24 horas de exposición del grupo de ratones 

pretratados con clofibrato e intoxicados con PA1. 

5. Se demuestra el efecto hepatoprotector del clofibrato sobre el efecto citotóxico y citolítico 

causado por la intoxicación aguda producida por la PA1, sin protección contra el efecto de 

apoptosis. Estos eventos al parecer son dos mecanismos diferentes de respuesta celular a la 

presencia de PA1. 



5.2 PERSPECTIVAS. 

1. Investigar si la PA1 causa directa o indirectamente la apoptosis observada. 

2. Realizar estudios citoquímicos para citocromo oxidasa como marcador temprano de la 

apoptosis. 

3. Evaluar la existencia de un posible efecto sinèrgico entre la PA1 y el clofibrato, cuantificando 

las células pre-apoptóticas y apoptóticas presentes en todos los grupos de ratones que se 

estudiaron comparándolos entre sí. 

4. Evaluar la función peroxisomal determinando la actividad de Acil Co A oxidasa. 

5.3 CONTRIBUCIONES. 

Con este estudio se contribuye a esclarecer el mecanismo de acción de la peroxisomicina A1, y se 

sugiere evaluar la existencia de un posible efecto sinèrgico entre la PA1 y el clofibrato en la 

inducción de apoptosis. 



APENDICE A 

TABLA 2 

TÉCNICA CITOQUÍMICA PARA LA DETECCIÓN DE LA ACTIVIDAD 
DE CATALASA PEROXISOMAL. 

1. Fijar las muestras por 
30 minutos en 

glutaraldehído 1.5% 
(v/v) en amortiguador 

de cacodilatos 0.1 M pH 
7.2-7.4 adicionado con 

cloruro de calcio 0.05 % 
(p/v). 

2. Lavar 3 veces por 5 
minutos, con 

amortiguador de 
cacodilatos 0.1 M pH 7.2-

7.4 adicionado con 
sacarosa 7.5 % (p/v). 

3. Fragmentar las 
^ muestras hasta por 

un grosor de 1 mm. 

4. Incubar a 37 °Cpor45 
minutos, en medio DAB 

(diaminobenzidina 5 mM 
con peróxido de hidrógeno — 

0.15%) en amortiguador 
de glicina 0.1 M pH 10.5. 

5. Lavar 3 veces por 5 
minutos, con 

^ amnrtignarinr HP» 
cacodilatos 0.1 M pH 

7.2-7.4 adicionado con 
sacarosa 7.5 (p/v). 

6. Post fijar las 
muestras por 90 

minutos, con 
* tetraóxido de osmio 

al 2% (p/v) en 
amortiguador de 

cacodilatos 0.1 M pH 
7.2-7.4. 

7. Deshidratar las 
muestras durante 5 

minutos, con etanol al 
60%, 70%, 80% y 90% 
(v/v), y tres veces con 
etanol al 100%, por 5 

minutos. 

8. Aclarar con 
óxido de propileno 

al 100% dos 
• cambios de 20 

minutos. 

9. Colocar durante 
^ la noche, en una 

mezcla 1:1 de 
resinas epóxicas-

óxido de propileno. 

10. Pre incluir 
a temperatura 

ambiente 
durante 60 
minutos, 

colocando las 
muestras en 
moldes para 
inclusión con 

epon al 100%. 

11- Incluir y 
polimerizar a 60°C 

p Hi irantp 7A hnra«; 



TABLA 3 

TÉCNICA DE INCLUSIÓN EN RESINAS EPÓXICAS 

1. Fijar las 2. Lavaren 3.Posfijar en 
muestras en amortiguador de tetraóxido de osmio 
solución de ——fr - cacodilatos 0.1 M pH — • al 2% (p/v) a 

Karnovsky-lto a 7.2-7.4 tres veces, por temperatura 
temperatura 5 minutos cada uno. ambiente por 30 

ambiente por 30 minutos. 
minutos. 

4. Lavar en 6. Lavar en 
amortiguador de 5.Contrastar las amortiguador de 

cacodilatos 0.1 M muestras con nitrato cacodilatos 0.1 M pH 
pH 7.2-7.4 tres » — • 7.2-7.4 tres veces, 

veces, por 5 durante 30 minutos. por 5 minutos. 
minutos. 

10. Pre incluirá 
7. Deshidratar las 

8. Colocar durante 
temperatura 

muestras durante 5 8. Colocar durante ambiente durante 60 
minutos con acetona _ ^ toda la noche en fc- minutos, colocando 
al 30%, 50%, 70% y una mezcla de 1:1 W 

las muestras en 
90% (v/v), y tres veces de epon (resina moldes para 
con acetona al 100%, epóxica-acetona). inclusión con epon al 

por 5 minutos. 100%. 

11- Incluir y 
polimerizar a 60°C 
durante 24 horas. 



TABLA 4 

TÉCNICA BIOQUÍMICA PARA LA DETERMINACIÓN DE ASPARTATO Y ALANINA 
AMINOTRASFERASAS EN SUERO. 

1. Todos los 
ratones CD-1 

fueron . ^ 
2. Se extrae 0.5 mi de 

sangre de la vena 
sacrificados por 

dislocación 
cervical. 

cava inferior. 

3. La sangre 
colectada se 4. Se centrifuga a 

5. Se separa el suero, 
^ se coloca en la copa v 

mantiene a 
temperatura 

ambiente por 30 
minutos 

— • 

2500 i.p.in. durante 
5 minutos. 

6. El sistema Synchron nos 
cuantifica directamente los 
niveles enzimáticos en IU/L. 

se lleva al 
autonalizador 
automático. 



TABLA 5 

TÉCNICA BIOQUÍMICA PARA DETERMINAR LA ACTIVIDAD 
DE CATALASA PEROXISOMAL. 

1. Descongelar el 
fragmento de hígado y 

mantenerlo a 4°C. 
Preparar los 

homogenados de los 
hígados mezclando el 

tejido con solución 
homogenizadora en 
una relación de 1:4. 

2 Preparar 
diluciones 1:100 

con los 
homogenados. 

3. Pipetear sucesivamente en la 
cubeta espectrofotométrica 980^1 de 
amortiguador de fosfatos adicionado 
con tritón x 100, agregarle 10^1 de la 
dilución 1:100 del homogenado tapar 

la cubeta y agitar tres veces por 
inversión. Ajustar a 0.0 de 

absorbancia a 240 nm. 

4. Agregar a la cubeta 10^1 de 
peróxido de hidrógeno 30% (en 

dilución 1:10), agitar por 
inversión dos veces y anotar la 

disminución de absorbancia 
durante 6 minutos a 240 nm. 

5. Para los cálculos de la actividad 
enzimàtica se determina la disminución 

de absorbancia del peróxido de 
hidrógeno, se utiliza su absortividad 

molar (0.036 cm2/nmol). Explicación de 
los cálculos de actividad enzimàtica se 

encuentran en el apendice C. 



TABLA 6 

MÉTODO PARA DETERMINAR LA CONCENTRACIÓN DE PROTEÍNAS TOTALES 

1. Pipetear 200 \i\ de la muestra 
(1:2000) y añadir 1 mi del colorante de 

Bio- Rad (diluido 1:5 con agua 
desionizada). Filtrar el colorante diluido 

antes de usarse. 

3.Real¡zar los cálculos para determinar la 
concentración de proteínas totales, 

utilizando los valores de la curva patrón 
de albúmina sérica bovina y aplicar la 

formula correspondiente. 

2. Reposar las soluciones 
durante 30 minutos y determinar 

absorbancia a 595 nm. 

< 
ü z < m oc o 
<n 
ffl < 

MÉTODO DE BRADFORD 

• • • I 

I 

10 15 20 25 

CONCENTRACIÓN 
R2 = 0.9972 

Figura 7. Curva patrón de proteínas obtenida mediante el 
método Bradford. 



APENDICE B 

SOLUCIONES 

B.1 PREPARACIÓN DE LAS SOLUCIONES PARA LAS TÉCNICAS DE MORFOLOGÍA. 

B.1.1 GlutaraIdehIdo 1.5% en buffer de cacodilatos 0.1 M adicionadao con cloruro de 

calcio 0.05%. 

Glutaldehído al 25% 15 mi 

Cloruro de calcio 0.125 g 

Buffer de cacodilatos 0.1 M pH 7.2-7.4 250 mi 

B.1.2 Fijador de Karnovsky-lto. 

Solución madre. 

Paraformaldehido 16 g 

Agua ultrapura 400 mi 

Calentar cerca del punto de ebullición y agregar unas gotas de hidróxido de sodio Para quitar la 

turbidez. 

Solución de trabajo. 

Solución Madre 400 mi 

Buffer de cacodilatos 0.1 M 400 mi 

Glutaraldehído 25% 32 mi 

Ácido pícrico 0.08 g 

B.1.3. Fijador de tetraóxido de osmio al 2%. 

tetraóxido de osmio 1.0 g 



Buffer de cacodilatos 0.1 M a pH 7.2 - 7.4 50 mi 

B.1.4 Buffer de cacodilatos 0.1 M. 

Solución A. 

Cacodiiato de sodio 4.28 g 

Agua ultrapura 100 mi 

Solución B. 

Ácido clorhidrico concentrado 0.5 mi 

Agua ultrapura 25 mi 

Solución de trabajo 

Solución A 100 mi 

Solución B 5.4 mi 

Aforar a 200 mi con agua ultrapura y ajustar el pH a 7.2 -7.4. 

B.1.5 Buffer de glicina-PBS 0.1 M. 

Solución A. 

Glicina 0.4125 g 

Cloruro de sodio 0.32175 g 

Agua ultrapura 55 mi 

Solución B. 

Hidróxido de sodio 0.18 g 

Agua ultrapura 45 mi 

Solución de trabajo. 

Solución A 55 mi 

Solución B 45 mi 

Aforar con agua ultrapura a 100 mi y ajustar a pH 10.5. 

B.1.6 Medio de incubación diaminobenzidina. 

Diaminobenzidina 0.018 g 

Buffer de glicina-salina 10 mi 

Ajustar a un pH 10.5 con hidróxido de sodio al 10% y agregar 0.05 mi de peróxido de hidrógeno. 



B.1.7 Preparación de la mezcla de resinas epóxicas. 

DDSA 4.3 mi 

Resina 4.34 mi 

NMA 1.4 mi 

DMP-30 0.2 mi 

B.2 PREPARACIÓN DE LAS SOLUCIONES PARA LAS TÉCNICAS BIOQUÍMICAS. 

B.2.1 Buffer de fosfato de potasio 50mM pH 7.4. 

Solución A. 

Fosfato diácido de potasio 1 M 100 mi 

Solución B. 

Fosfato monoácido de potasio 1M 100 mi 

Solución madre. 

Ajustar el pH de la solución B a 7.4,utilizando la solución A. Almacenar a 4°C. 

Solución de trabajo 

Diluirla solución madre 1:20 con agua ultrapura. La concentración final de esta solución es 50 

mM. 

B.2.2 Solución madre de PMSF. 

Solución A. 

PMSF 2 g 

Etanol 100 mi 

Solución de trabajo. 

Solución A 5 mi 

Buffer de fosfato de potasio 50 mM 100 mi 



B.2.3 Solución homogenizadora. 

Concentración final 

Solución madre de PMSF 1.25 mi 0.1 % v/v 

Sacarosa 1.95 g .25 M 

EDTA 0.0146 g 2 mM 

DTE 0.0077 g 2 mM 

Diluir y aforar a 25 mi con buffer de fosfato de potasio 50 mM. 

B.2.4 Solución de peróxido de hidrógeno 1:10. 

Peróxido de hidrógeno al 30% 1 mi 

Buffer de fosfato de potasio 50 mM 9 mi 

B.2.5 Solución patrón de albúmina sérica (1mg/ml). 

Albúmina sérica 10 mg 

Agua ultrapura 10 mi 

B.2.6 Buffer de fosfato de potasio 50 mM - tritón x 100 (1:100). 

Tritón x 100 0.1 mi 

Buffer de fosfato de potasio 50 mM 99.9 mi 



APENDICE C 

CÁLCULO DE LA ACTIVIDAD DE ENZIMÀTICA 

La actividad enzimàtica se expresa en unidades internacionales (U). Se define como una unidad 

a la transformación de 1^mol de substrato o la formación de 1^mol de producto por minuto. 

Matemáticamente se expresa como sigue: 

U = AC/t ecuación 1 

Despejando: 

AC = (U) (t) ecuación 2 

La actividad enzimàtica por lo general se expresa por unidad de volumen es decir, U/ml. Al 

despejar la ecuación 2 se expresaría como: 

AC = (U/ml) (t) ecuación 3 

Todas las determinaciones espectrofotométrícas se basan en la ley de Lambert - Beer. Esta ley 

establece que el cambio de absorbancia es directamente proporcional a la absortividad molar y 

al cambio de concentración de compuesto a analizar así como al trayecto óptico del haz. Esto 

se expresa matemáticamente como sigue: 

AA = (E) (AC) (b) ecuación 4 

Al sustituir AC en la ecuación 3 resultará la ecuación 5. 

AA = (e) U/ml) (t) (b) ecuación 5 

Al despejar U/ml resultará: 

U/ml = AA/ e b t ecuación 6 

Donde: 



U = Unidades de actividad ( ^mol/min) 

AA = Cambio de absorbancia del compuesto 

s = Absortividad molar del peróxido de hidrógeno ( 0,036 cm2/^mol) 

b = Espesor de la cubeta (cm) 

t = tiempo (min) 

AC = Cambio de concentración del compuesto (nmol) 

Sustituyendo: la absortividad molar de H202, el espesor de la cubeta (1cm) y el tiempo (1min) 

se obtendrá: 

U/ml = AA/ ( 0.036 cm2/ fimol) (1 cm ) (1 min ) 

U/ml = AA/ 0,036 cm3 min / ^imol 

U/ml = AA ( 27,7 nmol / min mi) 

U/ml = AA ( 27,7 U/ml) ecuación 7 

Para calcular la actividad de catalasa ( U/ml ) se toman además en cuenta otros parámetros 

como son: volumen de la cubeta (1 mi), la dilución de la muestra en la cubeta (1:100 excepto 

en el grupo del clofibrato que se utilizó un dilución 1:200) y el factor de dilución (100) . 

Integrando estos valores en la ecuación 7 resulta: 

U/ml = ( AA) (27,7 U/ml) (Vol. de la cubeta ) ( dilución en la cubeta ) ( F. de dilución ) 

U/ml = (AA ) ( 27,7 U/ml) (1ml) ( 100 ) ( 100 ) 

Suponiendo que el cambio de absorbancia (AA) es de 0.019 resultará: 

U/ml = (0.019 ) ( 27,7 U/ml) (1ml) ( 100 ) ( 100 ) 

U/ml = 5263 

CÁLCULO DE LA CONCENTRACIÓN DE PROTEÍNAS TOTALES. 

En la tabla 6 se explica la técnica que se realizó para determinar la concentración de proteínas 

totales Se emplearon estándares de concentración conocida a los que se les determinó su 



absorbancia y se preparó la curva patrón, después se calculó la concentración de los 

problemas aplicando la ecuación de la recta. 

Y = mX + b ecuación 8 

Donde: 

Y = Absorbancia del problema 

X = Concentración del problema 

m = Pendiente de la recta 

b = Intercepto con el eje Y 

Despejando X en la ecuación 8 resulta: 

X = Y - b / m ecuación 9 

Suponiendo que los valores de m = .0109 y el valor de b = .3784 y el de 

Y = .447 

Sustituyendo resulta: 

X = .447-.3784 /.0109 

X = 6.29 

La fórmula para calcular la concentración de proteínas en la muestra total es: 

mg/ mi = ( X ) ( D ) ( 5 ) / 1000 ecuación 10 

Donde: 

X = concentración del problema 

D = Dilución empleada ( 1:2000) 

5 = Factor para expresar el valor en 1 mi 

1000 = Para trasformar de ng a mg. 

Sustituyendo el valor de X anterior en la ecuación 10 resultará: 

mg/ml = (6.29 ) ( 2000 ) ( 5 ) / 1000 

mg/ml • 62.9 es la concentración de proteínas totales. 



CÁLCULO DE LA ACTIVIDAD ESPECÍFICA DE LA ENZIMA. 

Cuando se desea conocer la proporción de una enzima con respecto a la concentración de 

proteínas de la muestra se determina la actividad específica de la enzima ( U/mg ). 

La actividad específica se calculó dividiendo la actividad de catalasa (U/ml ) entre la 

concentración de proteínas (mg/ml). 

Se expresan en U/mg 

U/mg = U/ml homogenado / mg/ml proteína 

U/mg = U/ml / mg/ml ecuación 11 

Sustiuyendo los valores del ejemplo: 

mg/ mi = 62.9 y U/ml = 5263 

U/mg = 5263 / 62.9 

Actividad específica = 83.67 U/mg 
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