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FIGURA 10. Higado de ratén de los grupos A} Control sin tratamiento: Nucleo eucromatico
(flecha negra), nicleo de célula endotelial (flecha azul), eritrocitos en sinusoides (e), vena
central (VC). B) Control vehiculo: Muestra los mismos hallazgos descritos para el control sin
tratamiento. Microscopia de luz. A) Inclusion en parafina. Tricrémico de Massén 1000X. B)
Inclusidn en resinas epéxicas, Azul de Toluidina, 1000X.

3.1.1.1.2 GRUPO INTOXICADO CON PEROXISOMICINA A1, 4 HORAS DE
EXPOSICION:

En este tiempo se observan hepatocitos con niicleos eucromaticos con
nucleolos evidentes y un aparente incremento de lipidos en el citoplasma,
ademas se pueden apreciar hepatocitos con nulcleos con pequeias
condensaciones de la cromatina en la periferia de la envoltura nuclear, asi
como pequenas zonas de condensacién del citoplasma, algunos nucleos
también muestran tamafios variables.

3.1.1.1.3 GRUPO INTOXICADO CON PEROXISOMICINA A1, 8 HORAS DE
EXPOSICION:

El anadlisis histolégico de higado de los ratones intoxicados con PA1
mostré un incremento de las alteraciones descritas en el grupo intoxicado con
PA1 4 horas de exposicién, un nimero mayor de hepatocitos alterados de
tincién mas intensa alternando con hepatocitos morfolégicamente normales. En
este tiempo se empiezan a ver nucleos de forma muy irregular con grandes
agregados de cromatina sobre la envoltura nuclear.

27



i hlstoiogia

3.1.1.1.4 GRUPO INTOXICADO CON PEROXISOMICINA A1, 12 HORAS DE
EXPOSICION:

En el andlisis histoldgico del higado de los ratones intoxicados con PA1
se observé mayor intensidad de las alteraciones descritas en los grupos
intoxicados con PA1 a 4 y 8 horas de exposicion, se encontré en este tiempo la
presencia de cuerpos apoptédsicos fagocitados por células vecinas, éstos
cuerpos pueden contener fragmentos del nlcleo con depdsitos densos de
cromatina y pequefias porciones de citoplasma, todo envuelto por una
membrana y a su vez rodeados de un espacio o0 halo claro caracteristico de la
vesicula fagocitica .

3.1.1.1.5 GRUPO INTOXICADO CON PEROXISOMICINA A1, 24 HORAS DE
EXPOSICION:

En este tiempo de intoxicacion el higado se observa con dano
generalizado en los hepatocitos con abundantes vacuolas por la acumulacion
de lipidos en su citoplasma, zonas de hemorragia y abundantes cuerpos
apoptosicos (fig. 11).

FIGURA 11. Higado de ratén del grupo: Intoxicado con Peroxisomicina A1, 24 horas de
exposicién. Nicleo de tamano variable (flecha roja), cuerpos apopt6sicos (flechas negras),
eritrocito en sinusoide (e). Microscopia de luz. Inclusién en resinas epéxicas. Azul de Toluidina,
1000X.
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3.1.1.2 INMUNOHISTOQUIMICA PARA EL ANALISIS DE LA
FRAGMENTACION DE LA CROMATINA UTILIZANDO TUNEL.

3.1.1.2.1 Controles para la técnica de TUNEL
Se utilizaron cortes de higado del grupo control sin tratamiento para la
preparacion de los controles positivo y negativo de la tecnica de TUNEL (fig 12).
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FIGURA 12, Higado de ratén del grupo conirol sin tratamiento, Controles de la técnica de
TUNEL: A) Control Negativo: Nicleo negativo (n), espacios sinusoidales (s), eritrocitos {e),
vena central (VC). B) Control Positive: Nucleos positivo (flechas), Microscopia de luz. Inclusién
en parafina. TUNEL. 1000X.

3.1.1.2.2 GRUPOS CONTROL. SIN TRATAMIENTO Y CONTROL VEHICULO.
Los cortes histolégicos del higado de los grupos control sin tratamiento

(fig 13 A) y control vehiculo (fig. 13 B) mostraron resultados negativos a la

fragmentacién de la cromatina, se observan los niicleos solo con la tincién de

contraste (verde de metilo).
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FIGURA 13. Higado de ratén de los grupos, A) Control sin tratamiento: Nicleos negativos (n),
espacios sinusoidales (s), eritrocitos (e), vena central (VC). B) Control vehiculo: se observan
los mismos elementos que en el control sin tratamiento. Microscopia de luz. Inclusién en
parafina. TUNEL. 1000X.
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3.1.1.2.3 GRUPOS INTOXICADOS CON PEROXISOMICINA A1: 4, 8, 12 y 24,
HORAS DE EXPOSICION:

Los cortes histolégicos de higado de los ratones del grupo intoxicado con
Peroxisomicina A1 a 4, 8, 12 y 24 horas de exposicidn mostraron un aumento
gradual en la positividad con respecto al tiempo.

Destacando a 24 horas de exposicion (fig. 14) numerosos hepatocitos
con nucleos positivos alternando con hepatocitos con nucleos negativos para
esta tecnica.
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FIGURA 14. Higado de ratén del grupo: Intoxicado con Peroxisomicina A1, 24 horas de
exposicién, nucleos positivos (flechas) nicleos negativos (n), sinusoides (s) eritrocitos (e),
vena central (VC). Microscopia de luz. Inclusion en parafina. TUNEL. 1000X.
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3.1.1.3 MICROSCOPIA ELECTRONICA DE TRANSMISION.

Los resultados del andlisis ultraestructural de higado de los grupos
control sin tratamiento y control vehiculo fueron comparados con los resultados
de las muestras de los grupos intoxicado con Peroxisomicina A1, 4 horas de
exposicion para determinar las alteraciones mitocondriales pre-apoptosicas y 24
horas de exposicion para la evaluacion ultraestructural de las alteraciones

caracteristicas de apoptosis.

3.1.1.3.1 GRUPO CONTROL SIN TRATAMIENTO Y GRUPO CONTROL
VEHicULO.

El analisis a microscopia electronica de transmision de cortes finos de
higado de raton de los grupos control sin tratamiento y control vehiculo mostré
una ultraestructura normal para éste érgano.

En el higado (fig. 15 A) se observaron hepatocitos separados por los espacios
sinusoidales con eritrocitos y plaquetas asi como nucleos de células
endoteliales. Los hepatocitos mostraron limites celulares bien definidos, con
uno o dos nucleos eucromaticos con integridad en la envoltura nuclear y uno o
dos nucleolos claramente visibles, en el citoplasma se observaron,
mitocondrias, reticulo endoplasmico rugoso y liso, aparato de Golgi y otros

organelos de morfologia normal.

3.1.1.3.2 GRUPO INTOXICADO CON PEROXISOMICINA A1, 4 HORAS DE
EXPOSICION.

En el andlisis ultraestructural de higado de los ratones de este tiempo se
observaron hepatocitos con morfologia normal, que alternan con hepatocitos
con nucleos de tamano variable y pequenas condensaciones de la cromatina en

la periferia de la envoltura nuclear, en el citoplasma se observaron abundantes
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cuerpos electrodensos que pueden ser peroxisomas y lisosomas, en éste

tiempo se encontraron mitocondrias de apariencia normal junto con
mitocondrias aumentadas de volumen y ligera extraccion de la matriz
destacando las mitocondrias con alteraciones pre-apoptésicas: en un extremo
integridad en las crestas, mientras que en el extremo opuesto se observa
ruptura de la membrana externa y protrusién de la membrana intema con
ausencia de crestas y matriz de baja electrondensidad que en cortes

tranversales tienen la apariencia de vesiculas vacias (fig. 15 B).

FIGURA 15. Higado de raton de los grupos: A} Control sin tratamiento: se observa un
hepatocito con nicleo eucromatico (N), mitocondrias de apariencia normal (m), las flechas
negras sefalan los limites celulares. B) Intoxicado con Peroxisomicina A1, 4 horas de
exposicion. Mitocondria con alteraciones preapotosicas: ruptura de membrana interna (flechas
verdes) y protrusién de membrana interna (flecha morada). Microscopia electrénica de
transmision. Inclusion en resinas epoxicas, contrastado con acetato de uranilo y citrato de
plomo. A) 3150X, B) Amplificado a partir de 4000X.

3.1.1.3.3 GRUPO INTOXICADO CON PEROXISOMICINA A1, 24 HORAS DE
EXPOSICION.

En este tiempo de intoxicacion el higado (fig. 16) mosiré un dafo
generalizado en los hepatocitos con infiltracién de grasa en el citoplasma,
numerosas mitocondrias con las alteraciones previamente descritas para el

grupo intoxicado con PA1 4 horas de exposicion (fig. 15 B) coexistiendo con
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mitocondrias de apariencia normal, ademas destacan abundantes cuerpos
apoptdsicos que contienen citoplasma, organelos y fragmentos del nicleo con
densas masas de cromatina bien preservados rodeados de membrana, ademas
se observd un halo claro rodeando la vesicula fagocitica, los cuerpos
apoptésicos mostraron distinta electrodensidad en comparacion con las células

ultraestructuralmente normales (fig. 16).

FIGURA 16. Higado de ratoén del grupo: Intoxicado con Peroxisomicina A1, 24 horas de
exposicién. Se observa el citoplasma de un hepatocito con mitocondrias alteradas (flechas
azules) y otras con morfologia normal (m), cuerpo apoptésico (flecha roja) con cuerpos
autofagicos en su interior, eritrocito en sinusoide (E). Microscopia electrénica de transmision.
Inclusion en resinas epdxicas, contrastado con acetato de uranilo y citrato de plomo. 4000X.
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3.1.2 RINON

3.1.2.1 MICROSCOPIA DE LUZ

3.1.2.1.1 GRUPOS CONTROL SIN TRATAMIENTO Y CONTROL VEHICULO.

En la corteza de rindn (fig. 17 A) se observaron los tibulos
contorneados proximales con epitelio ctbico simple con borde en cepillo y
nucleos basales, los tibulos contorneados distales mostraron un epitelio cibico
simple bajo con nlcleos centrales o apicales con uno o dos nucleolos, las
células de la macula densa con su epitelio cilindrico simple con nucleo central,
ademas en los rayos medulares formados por tdbulos colectores corticales con
su epitelio cubico simple compuesto por células principales con nicleo central
ovalado y microvellosidades romas y de células intercaladas con nucleos
centrales redondos. La técnica de tricromico de Masson, mediante la tincion en
color azul de las fibras de coldgena de la membrana basal nos permitid
observar integridad en el epitelio de cada uno de los tubuios.

En los corpusculos renales se observé el espacio de Bowman limpio, el epitelio
plano simple de la hoja parietal de la capsula de Bowman, la luz de los capilares
del glomérulo ocupados por eritrocitos, asi como las células mesangiales

intraglomerulares.

En la médula renal (fig. 17 B) se observé el epitelio cibico simple de los
tubulos colectores, los epitelios cubicos simples con microvellosidades y
vellosidades romas de las porciones rectas gruesas descendentes vy
ascendentes de los tubulos proximales y distales respectivamente, capilares y

las porciones delgadas del asa de Henle con un epitelio plano simple.
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FIGURA 17. Rifi6n de ratdon del grupo: Control sin tratamiento, A) Corteza: se observan
tibuios contorneados proximales (tcp) y tlbulos contorneados distales (tcd), tabulo colector
(TC), glomérulo (G) y eritrocitos (e). B) Médula: se observan partes rectas de los tbulos
proximales (tp), tubulos distales (td), tGbulo colector {TC) y asa de Henle (AH). Microscopia de
luz. Inclusién en parafina. Tricromico de Massén, 1000X.

3.1.2.1.2 GRUPO INTOXICADO CON PEROXISOMICINA A1, 4 HORAS DE
EXPOSICION.

En los cortes histologicos de rifidbn se aprecian las alteraciones
caracteristicas de apoptosis: condensacion de la cromatina, condensacion del
citoplasma y tamaios variables en los nicleos de las celulas epiteliales de los
tubulos contorneados proximales, distales, y tibulos colectores en la corteza asi
como en las estructuras de la médula, cabe destacar que en éste tiempo se
aprecia integridad de las microvellosidades de las células epiteliales y no se

observan alteraciones en las células mesangiales intraglomerulares.

3.1.2.1.3 GRUPO INTOXICADO CON PEROXISOMICINA A1, 8 HORAS DE

EXPOSICION.
En este tiempo se observa un incremento en las alteraciones descritas

en las células epiteliales de las estructuras del riiién, ademas pequefias zonas
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con células que muestran pérdida de microvellosidades en las porciones

apicales y zonas con extraccién del citoplasma por la presencia de necrosis.

3.1.2.1.4 GRUPO INTOXICADO CON PEROXISOMICINA A1, 12 HORAS DE
EXPOSICION.

En éste tiempo se incrementan las alteraciones mencionadas y se
observa condensacidon de la cromatina en las células mesangiales
intraglomerulares. Ademas de lo anterior se presentan zonas mas
generalizadas de necrosis permaneciendo la integridad de la membrana basal
en el epitelio de las estructuras tubulares tanto en la corteza como en la médula

renal.

3.1.2.1.5 GRUPO INTOXICADO CON PEROXISOMICINA A1, 24 HORAS DE
EXPOSICION.

En el rindn tanto en la corteza (fig. 18) como en la médula (fig. 19) se aprecian
numerosas zonas con células donde se observan las caracteristicas de
apoptosis ya descritas, destacan en este tiempo la presencia de cuerpos
apoptésicos en las células mesangiales intraglomerulares y en las células
epiteliales de los tabulos proximal, distal y colector, ademas de acentuarse la

necrosis.
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FIGURA 18. Rifidn de raton del grupo: Intoxicado con Peroxisomicina A1, 24 horas de
exposicion. Corteza: donde se observan tibulos contorneados proximales (tcp), tubulos
contorneados distales (tcd), células mesangiales intraglomerulares, glomérulo (G), capsula de
Bowman (cB), eritrocitos (e), nucleos con condensacidn de la cromatina (flechas negras),
condensacion del citoplasma (flecha azul), areas con necrosis (n). Microscopia de luz. Inclusion
en parafina. Tricromico de Massén, 1000X.

FIGURA 19. Rifi6n de ratén del grupo: Intoxicado con Peroxisomicina A1, 24 horas de
exposicién. Médula: Porciones rectas de los tibulos proximales (tp), tabulos distales (td) y
tubuio colector (TC), nucleos con condensacion de la cromatina (flechas negras), condensacion
del citoplasma (flecha azul), areas con necrosis (n) y eritrocitos (e). Microscopia de luz.
Inclusion en parafina. Tricromico de Masson, 1000X.
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3.1.2.2 INMUNOHISTOQUIMICA PARA EL ANALISIS DE LA
FRAGMENTACION DE LA CROMATINA UTILIZANDO TUNEL,

3.1.2.2.1 GRUPO CONTROL SIN TRATAMIENTO Y CONTROL VEHICULO

Los cortes histologicos de riién, de los grupos control sin tratamiento y
control vehiculo (fig.20 A y B) mostraron resultados negativos a la
fragmentacién de la cromatina, los nicleos se observaron solo con la tincion de

contraste {(verde de metilo) tanto en la corteza como en la médula.

FIGURA 20. Rifidén de raton del grupo: Control vehiculo. A) Corteza: Se observan tubulos
contorneados proximales (ip), tubulos contorneados distales (td), glomérulo (G), células
mesangiales intraglomerulares (m), capsula de Bowman (Ce), nicleo negativo (flecha) B)
Médula: tibulo colector (TC), parte rectas de tibulos proximales (tcp) y distales (tcd), capilares
con eritrocitos (e), nicleo negativo (flecha). Microscopia de luz. Inclusién en parafina. TUNEL,
1000 X.

3.1.2.2.2 GRUPOS INTOXICADOS CON PEROXISOMICINA A1: 4, 8,12 y 24,
HORAS DE EXPOSICION:

En los cortes histolégicos de rinbn de los ratones de los grupos
Intoxicados con Peroxisomicina A1 a 4, 8, 12 y 24 horas de exposicidén
mostraron un aumento gradual en la positividad con respecto al tiempo.

A 24 horas de exposicion la corteza de rifién (fig 21) mostrd positividad
en las células epiteliales de los tabulos contorneados proximales y distales,
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fubulos colectores, en las células epiteliales de la capa parietal de la capsula de
Bowman y mesangiales intraglomerulares.

En la médula (fig. 22) se observd positividad en los nicleos de las células
epiteliales de las porciones rectas del sistema tubular.

Ademas de lo anterior, tanto en la corteza como en la médula se

observaron células con nucleos negativos para esta técnica.

FIGURA 21. Rifién de ratén del grupo: Intoxicado con Peroxisomicina A1, 24 horas de
exposicion. Corteza: Se observan ndcleos positivos (flechas), Tibulo contorneado distal (td),
Tubulo contorneado proximal (tc), Glomérulo (G), Células mesangiales (m), Capa parietal de la
capsula de Bowman (Ce), Nucleo negativo (n). Microscopia de luz. Inclusidn en parafina.
TUNEL. 1000 X.

FIGURA 22, Rifidn de raton del grupo: Intoxicado con Peroxisomicina A1, 24 horas de
exposicion. Médula: Tubulos Colectores (TC), Parte recta de tibulos proximales (tcp), Parte
recta de tubulos distales (tcd), ndcleos positivos (flechas), nucleo negativo (n). Microscopia de
luz. Inclusién en parafina. TUNEL. 1000 X.
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3.1.2.3 MICROSCOPIA ELECTRONICA DE TRANSMISION.

3.1.2.3.1. GRUPO CONTROL SIN TRATAMIENTO Y CONTROL VEHICULO

En la corteza de rifidn (fig. 23 A) se observaron los tibulos contomneados
proximales con epitelio cibico simple con borde en cepillo y nicleos basales y
numerosas mitocondrias y cuerpos electrodensos que pueden corresponder a
peroxisomas, los tubulos contorneados distales mostraron un epitelio cubico
simple bajo con nudcleos centrales o apicales con uno o dos nucleolos y
abundantes mitocondrias, las células de la macula densa con su epitelio
cilindrico simple con nucleo central, ademas en los rayos medulares formados
por ttbulos colectores corticales compuestos de células principales con nucleo
central ovalado con microvellosidades cortas y de células intercaladas con

nucleos centrales redondos.

En los corplsculos renales se observé el espacio de Bowman limpio y
distendido, el epitelio plano simple de la hoja parietal de la capsula de Bowman,
capilares fenestrados del glomérulo ocupados por eritrocitos, la capa visceral
compuesta por los podocitos con sus prolongaciones primarias y secundarias

asi como células mesangiales intraglomerulares de morfologia normal.

En la médula renal (fig. 23 B) se observé el epitelio cbico simple de los
tabulos colectores compuesto por células claras y oscuras, las partes rectas de
los tibulos proximales y distales con epitelios cubicos simples con
microvellosidades y vellosidades romas respectivamente, asi como el epitelio

plano simple del asa de Henle,



FIGURA 23. Rindn de ratén del grupo: Control sin tratamiento. A) Corteza: se observan
células de los tabulos contorneados proximales con nlcleos eucromaticos (N), abundantes
mitocondrias (m), cuerpos electrodensos (P), microvellosidades (mi), membrana basal (flecha
negra). B} Médula: se observa la parte recta de tubulo distal (TD) y tdbulo colector (TC) con
células claras (Cc) y oscuras (Co), nucleos (N), mitocondrias (m), cuerpos electrodensos (P),
membrana basal (flecha negra). Microscopia electronica de transmision. Inclusién en resinas
epdxicas, contrastado con acetato de uranilo y citrato de plomo A:; 2500X, B: 2000 X,

3.1.2.3.2 GRUPO INTOXICADO CON PEROXISOMICINA A1, 4 HORAS DE
EXPOSICION.

En las células epiteliales de las estructuras de la corteza y médula de
rifdn destacé la presencia de mitocondrias con alteraciones pre-apoptosicas
(fig. 24 A) junto con mitocondrias normales, también se observaron
mitocondrias con signos francos de necrosis (fig. 24 B) caracterizado por
aumento de volumen, pérdida de las crestas y extraccién de la matriz, ademas

de nicleos picnoticos.
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FIGURA 24. Rifién de ratén del grupo: Intoxicado con Peroxisomicina A1, 4 horas de
exposicion. A) Mitocondria con alteraciones pre-apoptosicas: ruptura de m. externa
(flechas azules), herniacion (flecha roja). B) Signos de necrosis: mitocondrias con matriz
extraida y pérdida de las crestas (flechas amarillas), nicleo picnético (flecha verde).
Microscopia electronica de transmisién. Inclusién en resinas epdxicas, contrastado con acetato
de uranilo y citrato de plomo. A) Amplificacién a partir de 10000X, B) 6300X

3.1.2.3.3 GRUPO INTOXICADO CON PEROXISOMICINA A1, 24 HORAS DE
EXPOSICION.

En rindn, tanto en la corteza (fig. 25) como en la médula (fig. 26) se
observaron numerosas zonas de células con caracteristicas de apoptosis y
necrosis ya descritas asi como cuerpos apoptdsicos en las células epiteliales de
los tdbulos proximales, tabulos distales y tabulos colectores, en los corplsculos
renales se aprecidé condensacion de la cromatina y cuerpos apoptdsicos en las

células mesangiales intraglomerulares.
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FIGURA 25. Rifidon de ratén del grupo: Intoxicado con Peroxisomicina A1, 24 horas de
exposicion. Corteza: Células mesangiales intraglomerulares (M) con cromatina en forma de
semiluna (FN), cuerpo apoptdsico (flecha roja), espacio urinario (eB), eritrocitos {e). Microscopia
electronica de transmisién. Inclusion en resinas epoxicas, contrastado con acetato de uranilo y
citrato de plomo. 4000 X.

FIGURA 26. Rifion de ratén del grupo: Intoxicado con Peroxisomicing A1, 24 horas de
exposicion. Médula: célula de porcidn recta del tubulo proximal con cuerpo apoptésico (flecha
roja), mitocondrias alteradas (flechas azules), mitocondrias normates (m), Microscopia
electrénica de transmision. Inclusion en resinas epoxicas, contrastado con acetato de uranilo y
citrato de plomo. 4000 X.
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3.1.3. PULMON

3.1.3.1 MICROSCOPIA DE LUZ

3.1.3.1.1 GRUPOS CONTROL SIN TRATAMIENTO Y CONTROL VEHICULO

En los cortes histologicos de pulmén de los grupos control sin tratamiento
(fig 27) y control vehiculo analizados se observé la histologia normal de éste
érgano: espacios alveolares limpios y bien distendidos, ademas de capilares
ocupados por eritrocitos en los tabiques interalveolares y algunas fibras de
colagena tefiidas con el tricromico de Massén. El epitelio que tapiza el tabique

interalveolar, formado por neumocitos tipo | y tipo || de morfologia normal.

FIGURA 27. Pulmén de ratéon del grupo: Control sin tratamiento: se cbservan espacios
alveolares (EA), tabiques interalveolares (ti), neumocitos tipo | (nl), neumocitos tipo Il (nll), y
eritrocitos en los capilares (e). Microscopia de luz. Inclusién en parafina. Tricrémico de Masson.
1000 X.



3.1.3.1.2 GRUPO INTOXICADO CON PEROXISOMICINA A1, 4 HORAS DE
EXPOSICION.

En los cortes histolégicos de pulmén se observaron nicleos de
neumocitos | y Il de tamano variable y algunos presentaban zonas de
condensaciéon de cromatina perinuclear, pequefias zonas hemorragicas en los

espacios interalveolares y un ligero engrosamiento del tabique interalveolar.

3.1.3.1.3 GRUPO INTOXICADO CON PEROXISOMICINA A1, 8 HORAS DE
EXPOSICION.

En éste tiempo en los cortes de pulmén se hace evidente la
condensacion de la cromatina en células sanguineas y ocasionalmente en los
nucleos de neumocitos | y |l, ademas de condensacion en el citoplasma y se
aprecia material hialino en los espacios alveolares al parecer exudado junto con

zonas hemorragicas.

3.1.3.1.4 GRUPO INTOXICADO CON PEROXISOMICINA A1, 12 HORAS DE
EXPOSICION.

En los cortes de pulmén se observa incremento del dano descrito y la
presencia de infilirado celular: polimorfonucleares (PMN) y linfocitos que junto
con los focos hemorragicos ocupa casi la totalidad de algunos espacios

alveolares.

45



