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RESUMEN

ADOLFO SOTO DOMINGUEZ Fecha de Graduacién: Agosto 2005

Universidad Auténoma de Nuevo Ledn.

Facultad de Medicina.

Titulo . . )
EVALUACION MORFOLOGICA Y BIOQUIMICA
DE LA PRESENCIA DE APOPTOSIS EN VARIOS
ORGANQS DEL RATON TRATADO CON UNA
DOSIS TOXICA DE PEROXISOMICINA A1.

Namero de paginas: 83

Area de estudio: Morfologia Candidato para el grado de Maestro en

Ciencias con Orientacién en Morfologia.

Propésito y Método del Estudio: Las células en proceso de apoptosis en tejidos analizados
mediante microscopia de luz pueden presentar reduccion del tamario nomal por condensacién
del citoplasma, la membrana plasmatica forma protuberancias ¢ “ampollas”, pérdida de
microvellosidades. En el nicleo la cromatina se condensa y se deposita sobre la envoltura
nuclear para posteriormente fragmentarse. Finalmente la cromatina con organelos se incluyen
en una membrana formando cuerpos apoptdsicos que son fagocitados por macrdfagos o por
células vecinas. Etapas tempranas de apoptosis pueden ser detectadas por alteraciones
mitocondriales: ruptura de la membrana externa, protrusién de la membrana interna a través de
ésta ruptura con preservacion de las crestas en el resto de la membrana interna. La
fragmentacion internucleosomal de la cromatina durante la apoptosis ocurre a intervalos de
~200 pb, los fragmentos son visualizados como un patrén de escalera mediante electroforesis
del DNA en geles de agarosa. La liberacion del ortofosfato inorganico del DNA cuantificado
mediante espectrofotometria permite conocer la proporcion de fragmentacion del DNA. La
Peroxisomicina A1 (PA1), es una toxina aislada de la Karwinskia humboldtiana cuyos organos
blanco son: higado, rifdn y pulmén. Estudios recientes en higado de ratén albino intoxicado con
PA1 demostraron cuerpos apoptosicos a partir de las 8 horas aumentando con el tiempo.

El objetivo de este trabajo es: Identificar la presencia de apoptosis por métodos morfoldgicos y
bioquimicos en rifidn y pulmon de ratdn intoxicado con PA1 y su cuantificacion comparativa con
la apoptosis observada en el higado. Se emplearon 60 ratones CD-1 divididos en tres grupos:
Sin tratamiento, Vehiculo (aceite de cartamo) e Intoxicado con PA1 (2DLsy) administrada via
i.p. Se colectaron higado, rifion y pulmdn de todos los animales sacrificados a 4, 8, 12 y 24
horas post-intoxicacion y divididos en tres fracciones: 1) Andlisis Morfoldgico; TUNEL y
microscopia de luz (H y E y tricromico de Masson), 2) Microscopia Electronica y 3) Métodos
Bioquimicos: electroforesis del DNA en gel de agarosa y cuantificacion de la fragmentacién del
DNA por espectrofotometria.

Conclusiones y Perspectivas: Se confirna la presencia de apoptosis inducida por la PA1 en
higado ya reportada, ademas se reporta por primera vez la induccion de apoptosis en células de
rindn y pulmén caracterizada por la presencia de alteraciones preapoptosicas mitocondriales,
cuerpos apoptdsicos y ruptura internucleosomal de la cromatina demostrada por TUNEL y
electroforesis del DNA en geles de agarosa. También se observaron células necréticas en el
epitelio de los tubulos contorneados proximales en rifién. La cuantificacion del DNA mostré que
la intensidad de apoptosis es mayor en higado, menor en rifidon y finalmente en pulmén. Se
propone que el higado del raton intoxicado con PA1 puede utilizarse como modelo para el
estudio de la apoptosis causada por PA1.

RMA DEL DIRECTOR DE TESIS

M)‘/P y Ph/D. Julio Sepulveda Saavedra
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CAPITULO 1
INTRODUCCION
1.1 Apoptosis:

El término apoptosis (apoptosis, en griego “caida natural de las hojas en

otofio”) fue acufiado en 1972 por Kerr y cols.! para describir las caracteristicas
morfolégicas de la muerte celular programada (apoptosis) opuestas a la muerte
celular accidental llamada necrosis.
Estos procesos difieren en la via de induccién: la necrosis es inducida por
quimicos letales, eventos bioldgicos y fisicos, los cuales provocan un dafio
celular, mientras que la apoptosis se puede presentar de manera normal
manteniendo la integridad funcional y estructural de los 6rganos y tejidos, en los
cuales se requieren mecanismos homeostaticos estrictamente controlados a fin
de regular el balance entre la proliferacién celular (incremento en el nimero de
células) y la disminucién del ndmero de células (produciendo la apoptosis).?

Sin embargo, ademas de lo anterior la apoptosis en estudios recientes
tanto morfoldgicos como bioquimicos ha sido demostrada como respuesta a
agentes téxicos, quimioterapia o radiacién, como por ejemplo: en el tratamiento
contra neoplasias o cancer 34,

En los tejidos, los eventos presentes en la necrosis y apoptosis son
diferentes ° (fig 1). La necrosis causa muerte celular como resultado de un dafo
directo que usualmente inicia en la superficie de la célula, ésta se hincha y
posteriormente ocurre lisis temprana antes de cualquier alteraciéon morfologica
significativa en el nucleo, mientras que en la apoptosis las células muestran
encogimiento o formacién de burbujas 0 ampollas en la superficie celular. A
nivel nuclear, las células necroticas eventualmente exhiben hinchazén en el
nicleo, mientras que en las células en apoptosis se muestran cambios
morfolégicos nucleares como: condensacion de la cromatina e

hipersegmentacion de la cromatina de tamano irregular, estas estructuras



pueden ser observadas en los cuerpos apoptdsicos (fragmentos celulares

rodeados de membrana). En las etapas tardias ambos procesos también
difieren, en la apoptosis la formacién de cuerpos apoptdsicos evita la
inflamacién provocada por liberacién incontrolada de contenidos intracelulares
mientras que en la necrosis la ruptura del plasmalema desencadena procesos

inflamatorios.®

Necrosis

Ruptura de 'rPr'Drana plasmatica

Patrén de cromatina normal

Normal Hinchamiento reversible Hinchamiento ireversible Ruptura celular

Apoptosis

Alteraciones Membranas intactas
mitocgndriales

Fragmentacioi
nuclear

Condensacién de cromatina Cuerpos apoptoésicos

Normal Condensacidn y contraccién celular Fragmentacién celular Formacion de cuerpos apoplosicos |

FIGURA 1. Cuadro comparativo de las diferencias morfolégicas entre necrosis y apoptosis.

La apoptosis de ésta manera es un proceso altamente regulado que
puede ser inducido, estimulado e inhibido en diferentes etapas, en que se
involucra la accién de activadores, efectores y reguladores negativos o
inhibidores.

El proceso de apoptosis puede ser visto como una cascada de eventos

cuya secuencia precisa aun no esta clara ya que algunos pasos en la cascada



!‘ 1
iﬁlstologla

difieren entre tipos celulares,” no solamente por la fuerte relacién con el proceso
de proliferacién y diferenciacién,® sino por las interacciones especificas de
receptor-ligando. Esta activacion conduce a la formacién de un complejo de
senalizaciones intracelulares que subsecuentemente pueden activar proteinas o
mensajeros iniciadores o efectores. Dentro de las proteinas involucradas en la
cascada de apoptosis se han realizado numerosos estudios sobre una familia
de enzimas llamadas caspasas (cistein-aspartato proteasas) iniciadoras y

efectoras, por ejemplo caspasa 8 y caspasa 38

Las caspasas iniciadoras estan colocadas en la cima de la jerarquia de
las caspasas.'® Subsecuentemente ellas rompen y de esta manera activan a
una segunda subpoblacibn de caspasas conocidas como caspasas
ejecutoras.! La progresién irreversible de la cascada de apoptosis inicia con la
activacién de las segundas.

Las caspasas iniciadoras son responsables de cambios morfolégicos
importantes por ejemplo la fragmentacién del citoesqueleto y las proteinas
relacionadas incluyendo la vimentina,'? actina'® y fodrina (una proteina del
citoesqueleto asociada a membrana).'*'® Entre otros, se piensa que estos
eventos apoptosicos tempranos estan relacionados con la formacion de

ampollas o vesiculas en la superficie celular.'

Las caspasas ejecutoras son responsables de cambios como la
condensacidon y fragmentacion de la cromatina, externalizaciéon de
fostatidilserina y formacién de cuerpos apoptdsicos. ' La activacion de estas
caspasas esta estrechamente relacionada con la familia bcl-2 de las proteinas
de las mitocondrias. Los varios miembros de esta familia promueven (bad, bak,
bax, bcl-xs, bik, hrk) o inhiben (A1, bcl-2, bel-w, bel-xl, bfi-1,brag-1, mcl-1,
NR13) rompiendo la gjecucion de las caspasas.'!'®1®

En estudios bioquimicos sobre apoptosis en células de mamiferos llamé
la atencion el complejo papel de la mitocondria, ya que en estos estudios se

identificaron varias proteinas mitocondriales que pueden activar o inhibir
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directamente el programa de apoptosis, como por ejemplo Bcl-2%°, un gen cuyo

producto proporciona resistencia a apoptosis en linfocitos 822,

Estas proteinas se encuentran normalmente en el espacio
intermembranal de la mitocondria y que en respuesta a diversos estimulos de
activacion de apoptosis son liberadas al citosol y/o al nicleo. Estas proteinas
pueden activar o inhibir la cascada de apoptosis, una de estas proteinas es la
enzima citocrome ¢ (sintetizada por un gen nuclear), la cual es un componente
de la cadena de transporte de electrones en la mitocondria y que al ser liberada
al citosol cuando ocurre la ruptura de la membrana externa activa la cascada de

caspasas.
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1.2 SISTEMAS DE DETECCION DE APOPTOSIS.

Como ya se menciond, la apoptosis involucra una serie de eventos
celulares que pueden ser observados mediante microscopia de luz vy
microscopia electronica de transmisién y detectadas mediante métodos

inmunchistoquimicos y bioquimicos.

1.2.1 MICROSCOPIA DE LUZ

En los tejidos el proceso de apoptosis afecta a células de manera
dispersa en lugar de a grupos de células contiguas.

Al observar cortes de tejidos a microscopia de luz se pueden encontrar
células en proceso de apoptosis con la presencia de un halo claro alrededor,
debido al encogimiento celular o bien las células pueden mostrar un tamano
menor del normal, también se presenta pérdida de microvellosidades, si la

célula es secretora puede presentar una desgranulacion previa al encogimiento.

Los cambios que ocurren en el nicleo proveen una evidencia inequivoca
del desarrollo de la apoptosis. A bajo aumento en el nicleo se puede apreciar
condensacion de la cromatina o depdésitos en masas de tincion densa
depositadas sobre la envoltura asi como aumento o disminucion del tamaro
nuclear.?®

Simultaneamente con los cambios ocurridos en el nacleo el citoplasma
se condensa y se empiezan a formar protuberancias o “ampollas” en la
superficie celular, ocasionando un encogimiento o reduccién en el volumen
celular, también se pueden apreciar claras vesiculas en algunas regiones del
citoplasma aunque de manera poco frecuente. La siguiente fase en la célula en
apoptosis es la fragmentacién del nicleo y la formacion de cuerpos apoptésicos
en que se mantiene la integridad de la membrana y se pueden cbservar los

organelos bien preservados (fig 2).
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FIGURA 2. Higado de ratén tratado con PA1. Tiempo de exposicién 24 horas. A)
Condensacién de la cromatina sobre la envoltura nuclear (flecha). B) Cuerpo apoptdsico
(flecha). Microscopia de luz. Inclusion en parafina. H y E. A 1000X, B 400X.

1.2.2 MICROSCOPIA ELECTRONICA DE TRANSMISION

Estudios ultraestructurales han reportado cambios pre-apoptdsicos en la
mitocondria previos a la fragmentacion de la cromatina (fig. 3 A), estos cambios
consisten en “herniaciones” de la membrana interna a través de la ruptura de
membrana externa con hinchazén focal de la matriz y pérdida de las crestas
cercanas a la ruptura. Las crestas, membrana interna y externa restantes de la
mitocondria permanecen intactas.?’ En contraste con los cambios
mitocondriales mencionados en la apoptosis, en la necrosis las mitocondrias se
hinchan, hay pérdida de las crestas y extraccién parcial o total de la matriz
mitocondrial.

Dentro de los tejidos, los cuerpos apoptdsicos son rapidamente
fagocitados por macrofagos residentes o bien por células vecinas incluyendo
células epiteliales, dentro de los fagosomas los cuerpos apoptésicos (fig. 3 B)
son degradados por enzimas lisosomales derivados de la célula fagocitica. A

microscopia electronica se pueden apreciar remanentes de estos cuerpos como
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masas densas de cromatina o bien residuos no digeribles dentro de los
telolisosomas.?

FIGURA 3. Higado de raton fratado con PA1. A) 4 hrs de exposicién: alteracion mitocondrial
pre-apoptosica (flecha). B) 24 hrs. de exposicién: Cuerpo apoptésico (flecha). Microscopia
electronica de transmisién. Inclusion en resinas epdxicas, contrastados con acetato de uranilo y
citrato de plomo. A) 7000X, B) 4400X

1.2.3 TUNEL

Una de las herramientas empleadas para la deteccion de la
fragmentacion de la cromatina asociada a apoptosis es el método cominmente
conocido como TUNEL (Tdt-mediated dUTP-biotin Nick-End Labeling).??

Este método permite detectar las zonas de fragmentacién de la
cromatina producto de las endonucleasas activadas, las cuales generan una
multitud de fragmentos de DNA con los extremos 3'0OH libres, estos extremos
por estar expuestos pueden ser detectados por la adicién de deoxinucledtidos
en una reaccion catalizada por una deoxinucleotidil transferasa terminal (TDT)

observando finalmente una sefial de positividad en el nucleo por medio de un
marcador (fig. 4).
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FIGURA 4. Rino6n de raton tratado con PA1. Tiempo de exposicion 24 horas. Nucleos
positivos (Flecha). Microscopia de luz. Inclusion en parafina. TUNEL. 1000X.

1.2.4 ELECTROFORESIS:

La fragmentacion regular del DNA es otra caracteristica para analizar las
celulas en apoptosis debido a que al extraer el DNA éste se encuentra
degradado en un patrén internucleosomal 23 La fragmentacion se produce por
activacién de endonucleasas dependientes de Ca®* y Mg®* a intervalos de ~200
pares de bases. Este DNA fragmentado es frecuentemente analizado utilizando
geles de agarosa (fig. 5) en los cuales se observan los fragmentos de la
cromatina en un “patrén en escalera” 3 31

En la necrosis se presenta una fragmentacién al azar con degradacion
del DNA atribuida a la liberacién de enzimas lisosomales hidroliticas.?
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Estructura de la cromatina Mono y oligonucleosomas “DNA en escalera”

Octamero de
histonas en
nucleosoma
P — Distancia entre cortes
(& g Miftiplos de 200 pares de bases
A7 \
.\ X
& Cadena de DNA

= A DNA analizado por
= i ~
7 {l lectroforesis en geles
f\ Lr\q‘ {l electrofo aet
enaonucieasa W\

Pares de bases

FIGURA 5. Fragmentacion de [a cromatina y su analisis mediante geles de agarosa.

1.2.5 CUANTIFICACION DEL DNA FRAGMENTADO.

Los métodos bioquimicos permiten no solo la extraccion del DNA total de
las celulas presentes en tejidos o en cultivo, sino ademas realizar evaluaciones
para conocer el estado en que se encuentra este DNA, uno de los métodos que
permiten realizar esto es por ejemplo un método espectrofotométrico reportado
por Burton en 1956* y modificado por Jian y cols. en 2002%** mediante el cual
se puede determinar el porcentaje de fragmentacion del DNA presente en
muestras que contienen tanto células apoptésicas como no apoptdsicas y que
esta determinacién cuantitativa de la fragmentacion del DNA se debe a la

correlacion con la proporcidn de células en apoptosis.

El mecanismo de reaccidon en este método es la liberacion del fésforo
inorganico mediante la interaccion entre las purinas del DNA (adenina y
guanina) con el grupo amino de [a difenilamina, esta reaccién colorimétrica es

potenciada por la presencia de acetaldehido el cual no muestra interferencia en
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las absorbancias a 595 y 650 nm. La cantidad de fésforo inorganico liberado es
una relacion indirecta de la cantidad de DNA presente en la muestra (fig. 6).

FIGURA 6. Reaccion Difenilamina- DNA y liberacién del fosforo.

10
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1.3 Peroxisomicina A1 (PA1).

El género Karwinskia pertenece a la familia Rhamnaceae y esta
constituido por arbustos y arboles pequenos que crecen en zonas tropicales y

areas desérticas.

Se han descrito 15 especies diferentes del género Karwinskia, que
habitan desde el sur de Estados Unidos, México, Centroamérica, norte de

Colombia, Cuba, Haiti y RepUblica Dominicana.

En México existen 12 especies distintas® de las cuales la mas com(n y
abundante por su extension territorial es la Karwinskia humboldtiana (también
conocida como tullidora o coyctillo). De todas las plantas del género
Karwinskia, |la K. humboldtiana es la especie que ha sido mas estudiada tanto a

nivel quimico como toxicolégico. %

Los efectos toxicos de esta planta fueron descritos por primera vez en
1769 por Francisco Xavier Clavijero en "Historia de la Antigua o Baja California"
¥ en la cual describié por primera vez a la K. humboldtiana dentro de las
plantas nocivas y extravagantes encontradas por los jesuitas en Baja California

a finales del sigle XVIII.
En 1975 Dreyer y Cols.* aislaron por primera vez del endocarpio de la

Karwinskia humboldtiana, cuatro toxinas denominadas por su peso molecular
como: T 496, T 514, T 516y T 544,

1



i hlstologta'

FIGURA 7. K humboldtiana, su fruto y la estructura quimica de la T-514 o Peroxisomicina A1.

En los estudios de Bermudez y cols. con animales intoxicados con T-514
se establecié que los organos blanco de ésta toxina son: higado, rinén y
pulmon,®**? tanto en roedores y primates. En humanos® solo se obtuvo

evidencia clinica del dafio causado a estos tres érganos.

FIGURA 8. Organos Blanco de la T 514: Higado, Rifién y Pulmén en roedores.

12
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Ademas la T-514 produce en el higado, dependiendo de la dosis,
necrosis centrobulillar y esteatosis, (infiliracion de grasa en hepatocitos). La
lesion mas notable encontrada en hepatocitos en etapas tardias de animales
intoxicados experimentalmente con T-514, es la excesiva acumulacion de

lipidos intracelulares. %

En otros estudios se demostro, dano mitocondrial en las células
epiteliales de los tubulos contorneados proximales del rifién causado por la T-
514 A nivel ultraestructural, en mitocondrias se demostré: aumento de
volumen, pérdida de la matriz y destrucciéon del organelio por la via autofagica

lisosomal.

Pifieyro, en 1990 * describid por primera vez la toxicidad selectiva de la
T-514 sobre algunas lineas celulares tumorales humanas de higado, pulmén y
colon, lo que ha motivado a estudios a fin de establecer a la T-514 como un
posible agente antineoplasico, obteniendo una patente para su utilizacion,
otorgada por la Comunidad Econdémica Europea,” EUA,*® Japén, Corea,

Canadé y México.®®

Estudios realizados por Sepllveda y cols.® en levaduras metilotréficas,
demostraron que la T-514 causa, a dosis no letales, un dano selectivo e
irreversible sobre los peroxisomas. Sugiriendo que el peroxisoma fuera el
organelo blanco. Debido a esto se renombré a la toxina T-514 como

Peroxisomicina A1 (PA1).

Para evaluar la interaccién de la PA1 con el DNA y la activacion de
apoptosis Lansiaux y cols.! Realizaron estudios con células de leucemia
humana resistentes y sensibles a la droga antitumoral mitoxantrona (HL-60/MX2
y HL60 respectivamente) reportando que la PA1 no interaccionaba con el DNA,
sino que mostraba una actividad inhibitoria de la topoisomerasa Il pero no sobre

la topoisomerasa |, éste efecto de inhibicién de la topoisomerasa |l puede servir

13
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como una sefal de induccion de la activacién de la muerte celular en las células
de leucemia expuestas a esta toxina, ademas en ambas lineas celulares se
presentaba pérdida de células de cada fase del ciclo celular y un gran
incremento en la region sub-Gy lo cual es caracteristico de las células
apoptésicas siendo esto mas pronunciado en la linea HL-60 que en la
HL60/MX2 (la cual tenia una actividad reducida de topoisomerasa Il). Las
células HL-60 tratadas con PA1 estimulaban el rompimiento de la poly (ADP-
ribosa) polimerasa por las proteasas intracelulares como la caspasa-3.

En éste estudio también se caracterizd un metabolito radical de la T-514
llamado T-510R el cual mostré una menor actividad inhibitoria con la

topoisomerasa Il y 3-4 veces menos toxicas para ambos tipos celulares.

Martinez y cols. (2001)% reportaron que la PA1 indujo apoptosis en
lineas celulares establecidas en un cultivo primario de cardiomiocitos de rata
neonatal, y que las lineas transformadas fueron mas sensibles que las lineas no
transformadas. En este estudio mediante citometria de flujo se encontrd la
apariencia de células que contenian menos de 2c DNA, lo que indica
degradacion del DNA nuclear caracteristico de la muerte celular por apoptosis y
que la PA1 inhibe la proliferaciéon de varias lineas celulares por la acumulacion

de células en etapas G»/M indicando mas probablemente el retraso en Go.

En 2002, Santoyo™ reporté en su tesis de maestria el efecto protector del
clofibrato sobre el higado de ratdn albino tratado con PA1 y demostré ia
presencia de alteraciones pre-apoptdsicas mitocondriales especificas
caracteristica que antecede a la fragmentacién de la cromatina a las 4 horas de
exposicion a una dosis Unica de PA1 y cuerpos apoptdsicos a 24 horas de

exposicion en el grupo de ratones pretratados con clofibrato e intoxicados con
PA1.

Ballesteros y cols. (2002)* describieron aumento de la actividad de la

citocromo oxidasa en mitocondrias de algunos hepatocitos en higado de ratén

14
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albino intoxicado con una dosis Unica de 2DLs disuelta en aceite de cartamo
como vehiculo. Esto ha sido reportado por Angermiiller y cols.?” como signo
temprano de apoptosis.

TABLA 1. RESUMEN DE ESTUDIOS DE APOPTOSIS CAUSADA PGR PA1

I
iN VITRO IN VIVO

» Lansiaux y cols. (2001) > Santoyo (2002).

* Células de leucemia humana HL-60 y | Higado normal de raton.
JHL-60/MX2 * Alteraciones mitocondriales preapoptésicas.

* Cuerpos apoptoésicos,
-

» Martinez y cols. (2001). > Ballesteros y cols.(2002). |

* Lineas celulares establecidas Higado normal de ratén.
[transformadas * Actividad de Citocromo Oxidasa

1.- Jurkat 6.- 293

2 .- Hela 7.- Rat2

3.- MCF-7 8.- BALB/3T3

4.- HT29 9.- 3T3SV2
E.— HepG2

15
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1.4 JUSTIFICACION

Teniendo en cuenta los estudios anteriores, consideramos de interés
evaluar si la apoptosis descrita en higado también se presenta en los otros
organos blanco de la PA1, como son el rifidn y pulmén y determinar la
intensidad de apoptosis en éstos érganos para seleccionar el que la presente

en mayor grado como un modelo de estudio de apoptosis.

1.5 OBJETIVO GENERAL:

Evaluar la presencia de apoptosis por meétodos morfologicos vy
bioguimicos en rifidn y pulmén de ratén intoxicado con PA1 y su cuantificacién
comparativa con la apoptosis observada en el higado.

1.6 OBJETIVOS ESPECIFICOS:

1.- Evaluar la presencia de cambios histolégicos caracteristicos de apoptosis

mediante microscopia de luz en rifidn y pulmén de ratones tratados con PA1.

2.- Evaluar la ultraestructura en rifidn y pulmén de ratones tratados con PA1.

3.- Detectar la fragmentacibn de la cromatina mediante métodos
inmunohistoquimicos (TUNEL) y geles de agarosa en higado, rifidn y puimén de
ratones tratados con PA1.

4.- Cuantificar la fragmentacion del DNA en higado, rindén y pulmodn de ratones

tratados con PA1 mediante métodos espectrofotométricos y realizar un analisis

estadistico y comparativo.

16
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CAPITULO 2

MATERIAL Y METODOS:

2.1 MATERIAL.

2.1.1 MATERIAL BIOLOGICO.

En este estudio se emplearon 60 ratones machos adultos jovenes (5-6
semanas de edad) de la cepa CD-1, con peso entre 25 y 35 grs los cuales
fueron proporcionados por el bioterio del Departamento de Histologia, los
ratones se mantuvieron en una dieta estandar de laboratorio con agua ad

libitum.

2.1.2 GRUPOS EXPERIMENTALES.

# RATONES . HORAS DE
_ C%:f\s%;.')'l CONDICIONES EXPERIMENT&LE? EXPOSICION

1.- 2DL50:”dé PA1 (28 mQ/Kg dé-peso)
20 disuelta en aceite de cartamo comercial 4,812y 24,
como vehiculo administrada via i.p.

20 2.- Vehiculo administrada via i.p. 4,812y24,

20 3.- Sin Tratamiento 4,812y 24,

17




2.1.3 REACTIVOS.

Los reactivos utilizados en este estudio fueron de alta calidad analitica.
Glutaraldehido, tetradxido de osmio, resinas epdxicas, cacodilato de sodio,
acetato de uranilo, nitrato de uranilo, citrato de plomo, azul de toluidina, de

Elecron Microscopy Sciences (USA).

Paraformaldehido, cloruro de sodio, cloruro de potasio, fosfato
monobasico y dibasico de sodio, fosfato monobésico de potasio, perdxido de
hidrogeno, acido etilendiaminotetracético, xilencianol, bromofenol, trizma base,
acido bérico, difenilamina, glicerol y alcohol iscamilico de Sigma Chemical
Company (USA).

Acido clorhidrico, borato de sodio, yodato de sodio, sulfato de aluminio,
acido acético glacial, eosina amarillenta, hidroxido de amonio, hematoxilina
anhidra, cloruro férrico, acido fosfomolibdico y fosfotingstico, hidréxido de
sodio, acido sulfurico, metanol y acido perclérico de Analytyka Tecnologia
Industrial Quimica (México), alcohol etilico de CTR (México), Escarlata de
Biebrich de HYCEL de México (México), Fucsina acida de MCB Manufacturing
Chemical Inc. (USA), Azul de anilina de Eastman Kodak (USA), acido picrico de
B&A Specialty Chemical Divisions (USA), Cloroformo de ICN Biomedicals
(USA), Agarose milti-purpose mollecular grade de Bioline, (USA).

Vidrio para preparar las cuchillas de Pelco y cuchilla de diamante marca
Diatome (Suiza), rejillas de cobre (200 mesh) y moldes de inclusion de Elecron

Microscopy Sciences (USA).

Placas fotogréaficas para el microscopio electronico de transmisién Kodak
Electron Miscroscopy Film 4489 3 V4 x 4" Cat No. 74100.

18



X
é ﬁlstologi a

2.1.4 MATERIAL DE TECNICAS MORFOLOGICAS Y BIOQUIMICAS.

Material quirdrgico, guantes de latex, recipientes de vidrio, jeringas y

agujas, puntillas para pipetas, tubos eppendorf de 1.5 mL estériles, agua
ultrapurificada por el sistema Milli-Q de Millipore.

2.1.5 EQUIPO UTILIZADO.

* Microscopio Electronico de Transmision, Carl Zeiss EM 110

* Foto Microscopio Carl Zeiss

* Microscopio de campo claro Carl Zeiss

* Microscopio Estereoscopico American Optical

* Ultramicrotomo RMC modelo MTX,

* Preparador de cuchillas de vidrio LKB Bromma 7800 knifemaker.
* Vértex VX 100 Labnet Internacional inc.

* Potenciémetro Orion Research.

* Balanza Analitica Mettler.

* Homogenizador manual Biovortexer No. 1083.Biospect Products.
* Centrifuga refrigerada Mikro 22 R, Hettich Zentrifugen.

* Espectrofotometro Beckman DU 7500 con arreglo de diodos.

* Centro de Inclusion Tissue Tek, i

* Placa de calentamiento con agitador magnético FELISA

* Juego de pipstas calibradas de 10, 20, 200 y 1000 pL pipet lite Rainin
* Fuente de poder Power Static r 300, Labnet Internacional Inc.

* Incubadora Gravity Convection Incubator, economy model 2EG.
* Transiluminador Blorad UV 2000

* Fotodocumentador Biorad Digi Doc
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2.2. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

La estrategia experimental empleada se ilustra en el esquema de la figura 9.

ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

60 ratones machos 30- 35 grs.
»PA1 (2DL,,)

P »Vehiculo

»Sin tratamiento

Deteccion de Apoptosis por métodos
Morfolégicos y Bioquimicos.

[ MICROSCOPIA
L&) ELECTRONICA

DE
TRANSMISION

Colecta de

Dislocacion cervical :
organos

N

4,8,12y 24 hrs.

GELES
DE
AGAROSA

ESPECTROFOTO-

FIGURA 9. Esquema que ilustra la estrategia experimental empleada en este estudio.
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2.3 METODOS

2.3.1 Obtencién de la muestra.

Los ratones de todos los grupos fueron sacrificados por dislocacion
cervical a tiempos de 4, 8, 12 y 24 hrs posterior a la administracion de toxina o
vehiculo, los ratones del grupo sin tratamiento también fueron sacrificados en

estos tiempos.
2.3.2 Procesamiento de los drganos

Después del sacrificio, los ratones fueron perfundidos por el ventriculo
izquierdo con solucién fijadora de glutaraldehido al 0.25 %, posteriormente los
organos fueron disecados y divididos en tres partes:
1.- Procesados por la técnica de inclusion en parafina para: TUNEL, tincién con
Hematoxilina y Eosina (H y E) y Tricrdmico de Massdn, éstos se analizaron

mediante microscopia de luz.

2.- Técnica de inclusién en resinas epoxicas para su andlisis a microscopia de

luz en cortes semifinos y microscopia electronica en cortes finos.

3.- Congelacion de una fraccidn para el andlisis mediante métodos bioquimicos:

espectrofotometria y geles de agarosa.
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2.3.3.- ANALISIS MORFOLOGICO.

2.3.3.1 Evaluacion mediante microscopia de luz.

Las muestras fueron procesadas por la técnica de inclusion en parafina:
Fijacion con formaldehido al 4 %, deshidratadas en alcoholes graduales 60-100

% e inclusién en parafina.

2.3.3.1.1 Hematoxilina y Eosina (H y E) y Tricromico de Masson.

Se realizaron cortes histolégicos de 5 upm y se tifieron con Hy E o

Tricrémico de Massoén.

Estas técnicas se describen ampliamente en el apéndice A.

2.3.3.1.2 Inmunohistoquimica para el andlisis de la fragmentacién de la

cromatina utilizando TUNEL.

La técnica de TUNEL se llevé a cabo utilizando el kit de Trevigen® para
muestras fijadas con formaldehido al 4 %, embebidas en parafina y cortes de 6
Hm.

La fragmentacion del DNA se detect6 afiadiendo dUTPs macados en los
extremos 3'OH libres del DNA mediante la enzima deoxinucleotidil transferasa
terminal (TDT) y posteriormente reconocidos por un anticuerpo antidigoxigenina
unido a peroxidasa, la positividad se identificé con H:Op-diaminobencidina
observando una coloracién marrén oscuro en los nicleos positivos o bien verde
claro (tincion de contraste: verde de metilo) en los nicleos negativos para ésta

técnica.

Estas muestras se analizaron mediante microscopia de luz.

22



“rscogn.

CONTROLES PARA LA TECNICA:

Positivo: Los cortes fueron tratados con nucleasa para inducir la fragmentacion
del DNA.

Negativo: Se empled agua destilada en lugar de la enzima TDT.

El procedimiento se describe en el apéndice A.

2.3.3.2 Evaluacién mediante microscopia electrénica de transmision

El tejido fue fijado en solucion de Karnovsky-lto (acido picrico,
formaldehido, glutaraldehido en buffer de cacodilatos con pH 7.2-7.4,
postfijados en solucion acuosa de tetradxido de osmio 2%, deshidratado con

acetonas graduales 30%-100% e incluidos en resinas epdxicas.

Los moldes se colocaron a 60 °C por 24 hrs para la polimerizacién y

posteriormente se prepararon dos tipos de cortes:

A) Semifinos: de aproximadamente 350 nm de grosor, se montaron en un
portaobjetos y se tineron con azul de toluidina y se analizaron a microscopia de

luz.

B) Finos: de aproximadamente 100 nm de grosor y se contrastaron con sales de

metales pesados para el analisis ultraestructural.

Esta técnica se describe ampliamente en el apéndice A.
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2.3.4 ANALISIS BIOQUIMICO.
2.3.4.1 Deteccion de la fragmentacion del DNA en geles de agarosa.

La evaluacion de apoptosis mediante éste método tiene su fundamento
en la deteccion de la ruptura del DNA internucleosomal caracteristica de la
apoptosis. Estos fragmentos son los responsables del patron en escalera que
se visualiza en geles de agarosa

El analisis para la deteccién de la fragmentacién del DNA se realizé en
las fracciones de higado, rifion y pulmén colectadas de los ratones de los
grupos de estudio en los tiempos establecidos y almacenadas a -80 °C. En el
momento de su andlisis, las muestras se descongelaron y se mantuvieron en
hielo a 4 °C, en una caja petri de vidrio y con un bisturi se fragmenté hasta
formar una papilla. Posteriormente el tejido se trasfirié a un tubo eppendorf, se
agregb el buffer frio en una relacion 1:3, y la muestra se homogenizé a razén de
10 “stokes” con intervalos de 10 segundos y 5 en hielo, en seguida se centrifugd
a 27000 x g a 4 °C por 20 minutos, se colectd el sobrenadante (el cual contiene
el DNA fragmentado) y después de un tratamiento con RNAsa es extraido el
DNA mediante fenol-cloroformo, el DNA se resuspendié en buffer TE 1 X y se
mezcld con buffer de carga sometiendo las muestras a electroforesis en gel de
agarosa al 1.8 % con 0.4 pg/mL de bromuro de etidio en buffer TBE 1 X a 60
V/iem por 1 hr. Después de éste tiempo el gel fue visualizado en un

transiluminador de luz ultravioleta y fotodocumentado.
Esta técnica se describe en el apéndice A.

2.3.4.2 Cuantificacion de la fragmentacion del DNA mediante

espectrofotometria.

La determinacioén del DNA se realizé de acuerdo al método descrito por
Burton (1956)* y modificado por Jian y cols (2002).*
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Esta técnica se empled en el andlisis del higado, rinén y pulmén de los
ratones del grupo intoxicado con PA1 a 24 horas a fin de determinar mediante
la cuantificacion del DNA fragmentado el grado de induccién de apoptosis en

cada uno de los érganos blanco para la toxina y su comparacién entre si.

Las muestras se fragmentaron, homogenizaron y centrifugaron a 27,000
X g a 4 °C, se colectd el sobrenadante (DNA fragmentado) y la pastilla (DNA
gendomico), a ambas fracciones se les anadid acido perclérico a una
concentracion final de 0.5 N y se hidrolizaron a 70 °C por 70 minutos
posteriormente se centrifugaron a 4000 x g, se colectaron nuevamente los
sobrenadantes y se midié el volumen, los sobrenadantes se mezclaron con dos
volumenes del reactivo de difenilamina (acetaldehido, difenilamina, acido
acético, acido sulflrico) y se incubaron a 30 °C por 18 hrs. Posterior a este

tiempo se midio la absorbancia a 595 y 650 nm

La diferencia entre las lecturas a 595 nm - 650 nm se interpolé en la
ecuacién de ia regresion lineal de la curva de calibraciéon, determinando de ésta
manera la proporcion o porcentaje de DNA presente en cada una de las
fracciones (DNA gendmico y DNA fragmentado). La suma de estas

proporciones corresponde al DNA total (100%) en la muestra.

Esta técnica se describe en el apéndice A.

2.3.5 Analisis estadistico.

El porcentaje de DNA fragmentado determinado mediante
espectrofotometria se realizé por triplicado. Posteriormente los resultados se
sometieron a la prueba de T de Student con un grado de significancia de p<0.01
con el propésito de determinar la diferencia existente entre la apoptosis

presente en los érganos analizados.
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CAPITULO 3

RESULTADOS

3.1 ANALISIS MORFOLOGICO.

Los resultados del analisis de cortes histolégicos, semifinos y finos de
higado, rifién y pulmdn de los ratones de los grupos control sin tratamiento y
control vehiculo, fueron comparados con los resultados del grupo intoxicado con

peroxisomicina A1 a 4, 8, 12 y 24 hrs de exposicion.

3.1.1 HIGADO.

3.1.1.1 MICROSCOPIA DE LUZ

3.1.1.1.1 GRUPOS CONTROL SIN TRATAMIENTO Y CONTROL VEHICULO.

En el higado de los ratones de éstos grupos (fig. 10 A y B) se observaron
hepatocitos dispuestos de manera radial similar a rueda de carreta en forma de
laminas anastomosadas de una o dos células de grosor con respecto a las
venas centrales, las laminas estan separadas por los espacios sinusoidales en
los que se observé la presencia de eritrocitos y nucleos de células endoteliales.
Los hepatocitos mostraron una forma poligonal o poliédrica con uno o dos
nicleos con abundante eucromatina y nucleolos prominentes, en su citoplasma
se observaron ademas pequerias vacuolas generadas probablemente por la

extraccién de lipidos y glucégeno.



