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

En el puimén de los ratones del grupo intoxicado con Peroxisomicina A1
a 24 hrs de exposicion (fig. 28) se observan abundantes PMN, linfocitos y zonas
de hemorragia en los espacios alveolares, engrosamiento del tabique
interalveolar, exudado, edema celular y cuerpos apoptésicos principalmente en
células sanguineas y ocasionalmente en los neumocitos | y Il.

FIGURA 28. Puimén de ratén del grupo: Intoxicado con Peroxisomicina A1, 24 horas de
exposicion: donde se observa infiltrado celular y hemorragia (flechas verdes) en el espacio
alveolar (EA), tabiques interalveolares (ti), nucleos con cromatina condensada (flechas negras),
condensacion del citoplasma (flecha azul) y exudado (flecha morada), neumocitos tipo | (nl),

neumacitos tipo Il (nll), eritrocitos (e). Microscopia de luz. Inclusidn en parafina. Tricrémico de
Massén. 1000 X.
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3.1.3.2. INMUNOHISTOQUIMICA PARA EL ANALISIS DE LA
FRAGMENTACION DE LA CROMATINA UTILIZANDO TUNEL.

3.1.3.2.1 GRUPO CONTROL SIN TRATAMIENTO Y CONTROL VEHICULO

Los cortes histologicos de pulmén de los ratones de los grupos control
sin tratamiento (fig 29) y control vehiculo evaluados mediante la técnica de
TUNEL mostraron resultados negativos para ésta técnica tanto en los nicleos
de los neumocitos | y Il como en las células sanguineas y endoteliales de los

capilares.

nil

ti

nl

FIGURA 29. Pulmén de ratdn del grupo. Control sin tratamiento: donde se observan nicleos
negativos (flechas), espacios alveolares (EA), tabiques interalveolares (ti), neumocitos tipo | {nl),
neumocitos tipo Il (nlf), eritrocitos en los capilares {e). Microscopia de luz. Inclusion en parafina.
TUNEL, 1000 X.
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3.1.3.2.2 GRUPOS INTOXICADOS CON PEROXISOMICINA 4, 8, 12 y 24,
HORAS DE EXPOSICION:

En los cortes histolégicos de pulmon de los ratones de los grupos
Intoxicados con Peroxisomicina A1 a 4, 8, 12 y 24 horas de exposicion se
observaron resultados positivos en las células del parénquima pulmonar y
células endoteliales que se incrementaron de manera gradual con respecto al
tiempo.

Cabe destacar que en las muestras de pulmén del grupo intoxicado a 24
horas de exposicion (fig. 30) se observaron nlcleos positivos a la fragmentacion
de la cromatina en los neumocitos tipo | y tipo Il asi como en las células

sanguineas dentro de capilares.

EA

nl

ti
nll

k e

FIGURA 30. Pulmdn de ratén del grupo: Intoxicado con Peroxisomicina A1, 24 horas de
exposicion: se observan nucleos positivos (flechas negras), espacios alveolares (EA) tabiques
interalveolares (ti) neumocitos tipo | (nl), neumocitos tipo 1l (nll), eritrocitos en los capilares (e).

Microscopia de luz. Inclusién en parafina. TUNEL, 1000 X.
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3.1.3.3 MICROSCOPIA ELECTRONICA DE TRANSMISION.

3.1.3.3.1 GRUPO CONTROL SIN TRATAMIENTO Y CONTROL VEHICULO

En el analisis ultraestructural del pulmén de los ratones de los grupos
control sin tratamiento (fig 31) y control vehiculo se observaron los espacios
alveolares limpios y distendidos separados por tabiques interalveolares,
ademas de capilares ocupados por eritrocitos y leucocitos, el epitelio que tapiza
los tabiques interalveolares, formado por los neumocitos tipo 1, con su
morfologia normal: células planas con nucleo aplanado y escasas mitocondrias,
neumocitos tipo Il de forma redondeada, nicleo redondo, cuerpos lamelares y

numerosas mitocondrias.

FIGURA 31. Puimén de raton del grupo: Control sin tratamiento: se observan espacios
alveolares (EA), Polimorfonucleares (PMN) en el capilar, neumocitos tipo Il (nll), célula
mononuclear (Cm) y eritrocitos (E). Microscopia electrénica de transmisidn. Inclusién en resinas
epoxicas, contrastado con acetato de uranilo y citrato de plomo. 3150 X.
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3.1.3.3.2 GRUPO INTOXICADO CON PEROXISOMICINA A1, 4 HORAS DE
EXPOSICION.

A 4 hrs se encontraron las alteraciones mitocondriales pre-apoptésicas
en células sanguineas (principalmente PMN) y ocasionalmente en los
neumocitos | y Il, zonas hemorragicas en los espacios alveolares y ligero

engrosamiento del tabique interalveolar con edema en el neumacito tipo.

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

En el puimén de los ratones de éste grupo se observan abundantes
PMN, linfocitos, hemorragia en los espacios alveolares, engrosamiento del
tabique interalveolar, exudado, edema en neumocito | y célula endotelial, dafo
a la barrera alveolo-capilar y cuerpos apoptoésicos en células sanguineas (fig.

32) y ocasionalmente en los neumocitos | y neumocitos |l (fig. 33).

FIGURA 32. Pulmén de ratdn del grupo: Intoxicado con Peroxisomicina A1, 24 horas de
exposiciéon: se observa un monocito con cromatina condensada (N), cisterna perinuclear
dilatada (flecha azul), mitocondrias alteradas {m), cuerpo apoptésico (flecha roja), célula
endotelial (ED) y eritrocito (e). Microscopia electrénica de transmisién. Inclusién en resinas
epoxicas, contrastado con acetato de uranilo y citrato de ploma. 6000 X.
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FIGURA 33. Pulmén de raton del grupo: Intoxicado con Peroxisomicina A1, 24 horas de
exposicion: Se observa edema celular (flecha azul) del neumaocito tipo | (nl), eritrocitos (E),
neumocito tipo 1l (nll) con cuerpos lamelares (CL) y un gran cuerpo apoptésico (flecha roja).
Microscopia electronica de transmision. Inclusién en resinas epodxicas, contrastado con acetato

de uranilo y citrato de plomo. 6300 X.
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3.2 ANALISIS BIOQUIMICO.

3.2.1 DETECCION DE LA FRAGMENTACION DEL DNA EN GELES DE
AGAROSA.

Mediante éste método se evalud la presencia de apoptosis en tejido de
higado, rinén y puimdn de raton de los grupos control sin tratamiento, control
vehiculo e intoxicado con Peroxisomicina A1 a tiempos de 4, 8, 12 y 24 horas
de exposicion.

En el grupo experimental de PA1 se logré visualizar el patrén de escalera
caracteristico de la ruptura del DNA internucleososmal que ocurre durante el
proceso de apoptosis.

El patron en escalera del DNA se visualizd en geles de agarosa al 1.8 %
conteniendo 0.4 ug/mL de bromuro de etidio mediante un transiluminador de iuz
ultravioleta

En las figuras 34, 35 y 36 se muestran los resultados obtenidos para
cada uno de los érganos analizados.

M ST VH 24 12 8 4
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FIGURA 34. Fragmentacion del DNA en HIGADO de ratén en cada uno de los grupos
analizados. M: Marcador de peso molecular, ST: Sin tratamiento, VH: Vehiculo 24 hrs; PA1:
Intoxicados con Peroxisomicina A1 a los tiempos indicados. Obsérvese el DNA fragmentado en
el grupo de 24 horas de exposicién.
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FIGURA 35. Fragmentacion del DNA en RINON de ratén en cada uno de los grupos analizados.
M: Marcador de peso molecular, ST: Sin tratamiento, VH: Vehiculo 24 hrs; PA1: Intoxicados con
Peroxisomicina A1 a los tiempos indicados. Obsérvese el DNA fragmentado en el grupo de 24
horas de exposicion.
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FIGURA 36. Fragmentacion del DNA en PULMON de ratén en cada uno de los grupos
analizados. M: Marcador de pesc molecular, ST: Sin tratamiento, VH: Vehiculo 24 hrs; PA1:
Intoxicados con Peroxisomicina A1 a los tiempos indicados. Obsérvese el DNA fragmentado en
el grupo de 24 horas de exposicion.
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3.2.2 CUANTIFICACION DEL DNA  FRAGMENTADO POR
ESPECTROFOTOMETRIA UV-VISIBLE.

Este método nos pemitié evaluar la incidencia de apoptosis en higado,
riidn y pulmén de ratones intoxicados con PA1 a 24 horas de exposicion
mediante la determinacién de la proporcién de DNA fragmentado presente en

las muestras empleando un método espectrofotométrico.

3.3 ANALISIS ESTADISTICO.

La cuantificacion de la fragmentacion del DNA mediante
espectrofotometria se realizé por triplicado y los datos se sometieron a la
prueba T de Student utilizando un grado de significancia de p<0.01.

Los resuitados de la cuantificacién de DNA en higado, rifién y pulmén se
ilustran en la grafica de barras mostrando la diferencia significativa entre cada

uno de los érganos analizados (fig. 37).

Cuantificacién de la fragmentacién de DNA

40.0
350
30.0
250 -
20.0 -
15.0 1
10.0 1

5.0 1

0.0 -

% de DNA fragmentado

Higado Rifién Pulmén
Organos * p<0.01

FIGURA 37. Resultados de la cuantificacion de DNA en Higado, Rifién y Pulmén de ratén del
grupo Intoxicado con Peroxisomicina A1, 24 hrs de exposicion.
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CAPITULO 4
DISCUSION

En base a los resultados del presente estudio se cumplié el objetivo
general “Evaluar la presencia de apoptosis por métodos morfolégicos y
bioquimicos en rindn y pulmén de raton intoxicado con PA1 y su cuantificacion

comparativa con la apoptosis observada en el higado.”

Este estudio se realizé en un modelo in vivo analizando los érganos
blanco para la Peroxisomicina A1: higado, rifién y pulmén®4 de ratones
intoxicados con una dosis Unica de 2DLso de PA1 disuelta en aceite de cartamo,

colectando éstos érganos a tiempos de 4, 8, 12 y 24 horas de exposicién.

En los estudios morfolégicos a microscopia de luz y microscopia
electronica de transmision en higado se confirmé la presencia de esteatosis,
congestion vascular, hemorragia, pérdida de las uniones intercelulares,
condensacién del citoplasma, alteraciones morfolégicas nucleares como
condensacién de la cromatina y aumento o disminucién del tamafo nuclear,
cuerpos autofagicos, * alteraciones mitocondriales y cuerpos apoptésicos. >
Estas alteraciones se observaron a partir de las 4 horas y fueron
incrementandose con el tiempo hasta las 24 horas posteriores a la intoxicacion.
Estos hallazgos ya habfan sido reportados en estudios previos realizados en un

modelo in vivo.>®

Las alteraciones mitocondriales reportadas por Angermiller y cols.,?
proponen que estas anteceden a la fragmentacion de la cromatina y que
representan un marcador temprano de la apoptosis. En el presente estudio
observamos dichas alteraciones y un incremento con respecto al tiempo en la
positividad a la fragmentacion de [a cromatina en las muestras de higado, rindn

y pulmédn. Es por esto que se puede considerar que a partir de las 4 a 8 horas
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ya se ha iniciado el proceso de apoptosis evidenciandose a las 24 horas de

exposicién por la presencia de abundantes cuerpos apoptdsicos.

En el andlisis histoldgico y ultraestructural de corteza y médula de rifdn a
4, 8 y 12 hrs post-intoxicacion se observaron las alteraciones sugestivas de
apoptosis ya descritas y a partir de las 12 hrs se encontraron cuerpos
apoptosicos. También se observéd un dafio generalizado sobre el epitelio de los
tdbulos de estas regiones con integridad de la membrana basal, pérdida de las
microvellosidades, ndcleos picnéticos y mitocondrias con extraccion de la matriz
en las células epiteliales a las 4 horas posterior a la intoxicacién, estas
alteraciones morfolégicas han sido reportadas como marcadores de necrosis.*®

Los rinones ademas de regular liquidos corporales como la orina
participan de manera importante en procesos de excrecion de productos
quimicos o tdxicos del torrente sanguineo como antibidticos, antimicéticos,
analgésicos antipiréticos y cafeina®” sobre los cuales se ha descrito que causan
tanto apoptosis®>*® como necrosis® en el parénquima renal teniendo un efecto
inicial importante sobre la barrera de filtracion en el glomérulo, células
mesangiales intraglomerulares y epitelio del tubulo proximal principalmente.
Debido a dicha funcion los resultados obtenidos en nuestro estudio sugieren un
efecto directo de la toxina sobre las estructuras de la corteza*® y médula renal

que resulta en una activacion simultanea de necrosis y apoptosis por la PA1.

Ademas, en estudios recientes se ha propuesto que aunque necrosis y
apoptosis son esencialmente dos tipos diferentes de muerte celular pueden
tener limitados traslapes moleculares en una respuesta celular ante un
compuesto toxico a la misma dosis administrada y que la amplitud del dafo que
finalmente activara la apoptosis y la necrosis dependerd de factores
toxicocinéticos, reconocimiento de receptores, bioactivacién y lesién especifica

de cada tipo celular.®’
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Por otro lado en el andlisis del pulmén a 4 horas post-intoxicacién se
observaron las alteraciones pre-apoptdsicas ya descritas y a partir de las 24
horas se observaron alteraciones sugestivas de apoptosis y cuerpos
apoptésicos en las células de la sangre principalmente y ocasionalmente en los
neumocitos | y Il, éstos resultados se correlacionan con los descritos por
Ballesteros y cols. ® Ademas de lo anterior, a partir de 4 horas post-intoxicacion
se observo dano pulmonar, edema, abundante infiltrado celular, principalmente
polimorfonucleares (PMN) y linfocitos, dafo en la barrera alveolo-capilar y dario
sobre los neumocitos | y Il por la presencia de exudado y hemorragia en la luz
alveolar. Estos hallazgos se correlacionan con los reportados en estudios

63,64

previos realizados en ratones intoxicados con PA1 disuelta en solucion

salina, aceite de cartamo y haemaccel administrada via ip. e iv.
respectivamente en donde analizaron el suero y sobrenadante del
homogenizado pulmonar a partir de 0.5 horas hasta 5 horas encontrando un
valor elevado de TNFa, reportando la maxima concentraciéon y mayor numero
de PMN a partir de 1-1.5 horas de exposicién a la toxina, esto podria sugerir
una posible relacion entre los valores de TNFa y la presencia de apoptosis a
tiempos posteriores, ya que existen estudios en los que se reporta que TNFa al
ser liberado por monocitos y macréfagos en el torrente sanguineo activa a los
PMN que al ser activados expresan moléculas de adhesion que les permite
unirse de forma firme al endotelio activado de los capilares pulmonares. Una
vez que se adhieren al endotelio, los PMN inician el dafo pulmonar
directamente sobre la barrera alveolo-capilar.®**’ Ademés se ha demostrado
que TNFa puede mostrar efecto en la induccién de apoptosis al desencadenar
una cascada que conduce a la activacién de proteinas intracelulares citosdlicas
y mitocondriales que participan de manera importante en los cambios pre-
apotésicos mitocondriales y en la formacién de cuerpos apoptésicos,® de
manera que se puede sugerir que liberacién de TNFa pudiera estar involucrado
en la activacién de apoptosis inducida por la Peroxisomicina A1 en las células

sanguineas y ocasionalmente en las del parénquima pulmonar.
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La evaluacién del DNA fragmentado visualizado por un patrén en
escalera de multimeros de ~200 pb en geles de agarosa, 3! demuestra que
durante la apoptosis el DNA es fraccionado por la activacién de endonucleasas,
estos fragmentos fueron observados de manera muy clara en los tres érganos
analizados a 24 horas de exposicidn a la PA1. Destaca en este estudio que en
el analisis del rifdn a las 24 horas de exposicién se observo el patrén en
escalera caracteristico de apoptosis y una degradacion del DNA caracteristico
de la necrosis, éste “barrido” del DNA en el gel es muestra de |la degradacion al
azar atribuida a la necrosis causada por la liberacién de enzimas lisosomales
hidroliticas®® confirmando con esto los hallazgos en los andlisis histolégicos y
ultraestructurales mencionando que a 4, 8 y 12 horas de exposicidn este

método no detectd los fragmentos.

Los resultados obtenidos en la cuantificacion de DNA mediante métodos
espectrofotométricos mostraron que la PA1 tiene un efecto mayor en la
induccion de apoptosis sobre el higado, en menor cantidad en el rindén y
finalmente en el pulmén. Estos resultados confirman los hallazgos obtenidos
con las técnicas o procedimientos antes descritos ademas sugieren que la
induccién de apoptosis por la PA1 en mayor proporcién en el higado es debido
al efecto metabdlico de éste 6rgano sobre numerosos compuestos liposolubles
entre ellos medicamentos como el acetaminofen®™ o compuestos téxicos
aromaticos como estireno ademas de terpencides olefinicos como las
antracenonas que pueden ser metabolizados a compuestos epdxidos™ que

pueden inducir la apoptosis en células hepaticas.”

Todo esto demuestra que en los érganos blanco de la PA1 se presenta
una respuesta de apoptosis, aunque de intensidad variable y acomparnada de

necrosis en las células del rifidn.
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CAPITULO 5
CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS.
5.1 CONCLUSIONES.
1.- Se demuestra la induccién de apoptosis por una dosis téxica de PA1 en
rindn y pulmén presentandose con mayor intensidad en el rifdén y menor en
pulmdn, sin embargo, la intensidad de apoptosis en estos érganos es menor a

la que se presenta en el higado.

2.- En las células de riidn ademas de presentarse la apoptosis, también se

observé la presencia de necrosis.

5.2 PERSPECTIVAS.

1.- Se propone que el higado del ratén intoxicado con PA1 puede utilizarse

como modelo para el estudio de la apoptosis causada por PA1.
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APENDICE A
A.1 Técnica para inclusion en resinas epoxicas.

1.- Fijar en Karnovsky-Ito a temperatura ambiente 30 min a 1 hora.
2.- Lavar en buffer de cacodilatos 3 veces 5 min cada lavado.
3.-Pastifijar en tetradxido de osmio 2% 30 min.

4.- Lavar en buffer de cacedilatos 3 veces 5 min cada lavado.

5.- Nitrato de uranilo acuoso 1% 30 min,

6.- Lavar en buffer de cacodilatos 3 veces 5 min cada lavado.

7.- Acetona 30% 5 min.

8.- Acetona 50% 5 min.

9.- Acetona 70% 5 min.

10.- Acetona 90% 5 min.

11.- Acetona 100% 3 veces por 5 min.

12.- Acetona-Epon 1:1 1 hora o toda la noche,

Dejar evaporar bajo campana de extraccion por 4 hrs o hasta que la resina se
vuelva mas viscosa.

13.- Epon puro 1 hr.

14.- Inclusién y polimerizacion de 12 a 72 hrs a 60°C.

Se preparan dos tipos de cortes:
A) Semifinos: de aproximadamente 350 pm de grosor, se montan en un

portaobjetos y se tinen con azul de toluidina y se analizan mediante microscopia
de luz.

B) Finos: de aproximadamente 100 nm de grosor y se contrastan con
soluciones acuosas de acetato de uranilo al 5% y citrato de plomo al 0.4% para
el analisis ultraestructural.

A.2 Técnica Histologica para muestras embebidas en parafina.

1.- Obtencion de la muestra.

2.- Fijacién con formaldehido al 4 %.

3.- Lavado en agua corriente.

4.- Deshidratacién en alcoholes graduales 60 — 100 %.
5.- Aclaracion con xilol.

6.- Preinclusién (impregnacion en parafina).

7.- Inclusidn definitiva para la formacién del bloque.
8.- Microtomia.

9.- Adhesidn de los cortes en baro de fiotacion.
10.- Desparafinar e hidratar.

11.- Coloracion o Tincion.

12.- Deshidratacion y aclaracién.

13.- Montaje con resina sintética.
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A.3 Tincién con Hematoxilina y eosina (H y E).

1.- Desparafinar con xilol 5 min.

2.- Etanol-Xilol 5 min.

3.- Etanol absoluto 2 min.

4.- Alcohol etilico 96°2 min.

5.- Agua destilada, enjuague lento.

6.- Hematoxilina de Gill, 2 min.

7.- Agua de la llave (2 lavados), enjuague lento.
8.- Alcohol Acido, 1 inmersion rapida.

9.- Agua de la llave (2 lavados), enjuague lento.
10.- Agua amoniacal 2 inmersiones rapidas.
11.- Agua de la llave (2 lavados), enjuague lento.
12.- Agua destilada, enjuague lento.

13.- Eosina 6 inmersiones.

14.- Alcohol etilico 96° enjuague breve.

15.- Alcohol etilico 96° 1 min.

16.- Etanol absoluto (2 cambios) 2 min.

17.- Etanol-Xilol 3 min.

18.- Xilol 2 min.

19.- Xilol 3 min.

20.- Montaje con resina sintética o Entellan.

A.4 Tricromico de Masson.

Fijacion.- formaldehido al 4 %
Inclusién.- En parafina y cortes de 5 um de espesor.

1.- Desparafinar con xilol e hidratar pasando por alcohol y agua destilada.

2.- Usar como “mordente” el fijador de Bouin por 30-60 min a 56 2C, o toda la
noche a temperatura ambiente.

3.- Lavar en agua corriente hasta que el color amarillo desaparezca.

4 - Enjuagar los cortes en agua destilada.

5.- Pasar los cortes a la hematoxilina Férrica de Weigert durante 10 min.

6.- Lavar en agua corriente, 5 min o hacer 3 cambios de 15 seg.

7.- Enjuagar en agua destilada.

8.- Tefir con la solucidn de Fucsina-Escarlata por 5 seg (el tiempo depende de
la calidad y/o concentracion y tiempo de uso o de preparacion del colorante).

9.- Lavar varias veces en agua destilada hasta que ésta deje de tenirse.

10.- Pasar los cortes a la solucion de acidos Fosfomolibdico-Fosfotingstico
durante 10 min. Enjuagar brevemente con agua destilada.

11.- Colorear con la solucién de Azul de Anilina durante 15 seg (el tiempo
depende de la calidad y/o concentracién y tiempo de uso del reactivo).

12.- Lavar con agua destilada varias veces hasta eliminar el exceso del
colorante.

13.- Pasar al acético acuoso por 1-2 min.
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14.- Deshidratar en alcohol de 96° por unos seg (cuidar que no se decolore).
15.- Continuar con el alcohol absoluto hasta acarar en xilol y montar en resina.

A5 METODO INMUNOHISTOQUIMICO PARA DETECTAR LA
FRAGMENTACION DE LA CROMATINA UTILIZANDO TUNEL.

Para cortes fijados con formaldehido al 4 % y embebidos en parafina y cortes
de 6 pm.

l.- DESPARAFINAR:
1.- Colocar los cortes en estufa a 57°C, 5 min.
2.- Pasar cortes a 2 cambios de xilol 5 min c/u.
3.- Hidratar en alcoholes graduales 100%, 95 % y 70%, 5 min c/u.
4.- Sumergir en PBS 1 X, 2 cambios 5 min c/u.
NO PERMITA QUE LOS CORTES SE SEQUEN.

Il.- PROTOCOLO DEL KIT
1.- Sumergir las muestras en PBS 1 X 10 min a Temperatura Ambiente (TA).
* Secar cuidadosamente alrededor de la muestra,
2.- Cubrir con 50 plL/muestra de solucién de proteinasa K, incubar de 15 a 30
min. a 37°C.
3.- Lavar 2 veces en agua desionizada 2 min c/u.
4.- Sumergir las muestras en solucién bloqueadora por 5 min (NO més) a TA
5.- Lavar las muestras en PBS 1 X, 1 min.
6.- Sumergir en Buffer TdT 1 X, 5 min.
7.~ Cubrir la muestra con 50 pL de mezcla de reaccion de marcaje e incubar de
30 a 60 min. a 37°C en cdmara humeda.
8.- Sumergir en Buffer Stop TdT 1 X, 6§ minutos a temperatura ambiente
9.- Lavar 2 veces en PBS 1X 2 min cfu a TA.
10.- Cubrir la muestra con 50 L de solucion Strep-HRP e incubar 10 min. 37 °C
11.- Lavar 2 veces en PBS 1X 2 min c/u.
12.- Sumergir en solucién de DAB de 2 a 7 min.
13.- Lavar en varios cambios de agua desionizada 2 min c/u.

II.- CONTRATINCION:
1.- Sumergir las muestras en agua desionizada por 2 min.
2.- Sumergir las muestras de 5 segundos a § min. en verde de metilo.
3.- Lavar las muestras subsecuentmente sumergiéndolas 10 veces en cada
uno:
- Agua desionizada.
- Etanol 70 %, 2 cambios.
- Etanol 85 %, 2 cambios.
- Etanol 100 %, 2 cambios.
- Xilol 2 cambios.
4.- Limpie el exceso de xilol
5.- Montar y almacenar en oscuridad.
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A6 DETECION DE LA FRAGMENTACION DE DNA MEDIANTE GELES DE
AGAROSA.

* Después del sacrificio, cada dérgano es tratado con 3 strokes de un
homogenizador en buffer frio.

1.- Centrifugar el homogenizado a 27000 x g por 20 min.

2.- Remover las proteinas del sobrenadante por extraccién con fenol-cloroformo
hasta que la interfase este clara.

3.- Después del tratamiento con RNAsa libre de DNAsa por 30 min a 37 °C,
una extraccioén final es colectada.

4 - Precipitar el DNA por la adicién de 2 volumenes 100% etanol.

5.- Centrifugar por 10 min a 5000 x g.

6.- Enjuagar la pastilla con etanol 70% y se deja secar.

7.- Resuspender la pastilla en buffer Tris-EDTA 1 X (TE) a 4 °C.

8.- Combinar con buffer de carga.

9.- Las muestras se someten a electroforesis en gel de agarosa al 1.8 % con 1
Hg/mL de bromuro de etidio en buffer TBE 1X a 60 V/em por 1 hora.

10.- El DNA es visualizado en un transiluminador de luz ultravioleta y
fotografiado.

A7 CUANTlFICACI(:)N MEDIANTE METODOS ESPECTROFOTOMETRICOS
LA FRAGMENTACION DEL DNA.

* Después del sacrificio, cada érgano es tratado con 3 strokes de un

homogenizador en buffer frio.

1.- Centrifugar el homogenizado a 27000 x g por 20 minutos.

2.- Colectar el sobrenadante (que contiene el DNA fragmentado soluble) y la
pastilla {conteniendo DNA genémico, suspendido en buffer TE).

3.- Afadir acido perclérico a la muestra a una concentracién final de 0.5 N.

4.- Hidrolizar la muestra a 70 ° C por 70 min.

5.- Enfriar a 4 ° C por 5 min.

6.- Centrifugar por 6 minutos a 4000 x g a 4 ° C para remover las proteinas.

7.- Colectar los sobrenadantes

8.- Realizar la reaccién con el reactivo de difenilamina (DPA) mezclando dos
volimenes de DPA con el sobrenadante y la pastilla.

9.- Incubar la mezcla a 30 ° C por 18 hrs.

10.- Medir la absorbancia a 595 nm y 650 nm.

11.- Obtener la diferencia enire absorbancias (595 nm -650 nm).

12.- Interpolar en la curva de calibracion de DNA.
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APENDICE B

SOLUCIONES:

B.1 ANALISIS MORFOLOGICO.

B.1.1 Formaldehido 4 %

* Para preparar 500 ml
Paraformaldehido
Agua destilada

* Calentar a 60 °C por 30 minutos
PBS 10X

AjustarpHa 7.2
Almacenar a 4 °C.

B.1.2PBS 10X

NaCl

KCI
NazHP04
KH2PO4

B. 1.3 Fijador de Karnovsky- Ho.

Solucién madre.
Paraformaldehido
Agua bidestilada

20 grs
450 mL

50 mL

8 grs.

0.2 grs.
1.44 grs.
0.24 grs.

16 grs.
400 mL

* Calentar cerca del punto de ebullicion y agregar varias gotas de hidroxido de

sodio para quitar la turbidez.

Solucién de trabajo:

Solucion madre

Buffer de cacodilatos 0.1 M pH 7.4
Glutaraldehido 25 %

Acido picrico

400 mL
400 mL
32mL
0.08 grs.
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B. 1.4 Glutaraldehido 2.5 %

Glutaraldehido 25 %
Buffer de cacodilatos

B. 1.5 Buffer de Cacodilatos 0.1 M pH 7.4

Solucion A
Cacodilato de Sodio
Agua destilada

$oluci6n B
Acido Clorhidrico
Agua destilada

Solucién de trabajo
Solucién A
Solucion B

0.1M pH7.4

Aforar a 200 mL con agua destilada.

B. 1.6 Tetradxido de osmio 2 %

Tetradxido de osmio

Buffer de cacodilatos 0.1 M pH 7.4

B 1.7 Nitrato de uranilo acuoso 1%

Nitrato de uranilo
Aforara a 100 mL

B. 1.8 Resina epoxica

En este estudio se preparo resina epoxica MEDIA

Resina
DDSA
NMA
DMP 30

B. 1.9 Azul de Toluidina 5 %

Borato de sodio (Borax)
Agua destilada

10 mL
90 mL

4.28 grs.
100 mL

0.5mL
25 mL

100 mL
5.4 mL

1 gr.
50 mL

1 grs.

23.8 mL (29 gr)

16.0 mL(16 gr)

11.5mL (14.3 gr).
1 mL (1 gr).

5grs.
100 mL
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* Se calienta hasta que se disuelva completamente

Azul de toluidina 1 grs.
* Se agrega la solucién de borato de sodio, se agita para disolver y se filtra.

B. 1.10 Acetato de uranilo 5 % en alcohol etilico 50 %

Acetato de uranilo 0.5 grs.
Alcohol etilico 50 % 10 mL

* Se guarda en refrigeracion y se protege de la luz con papel aluminio.

B. 1.11 Citrato de plomo 0.4 %

Citrato de plomo 0.04 grs.
Agua destilada 10 mL

Se afaden unas gotas de hidroxido de sodio 1N hasta disolver.

B. 1.12 Hematoxilina de Gill.

Agua destilada 730 mL
Etilenglicol 250 mL
Hematoxilina anhidra (polvo) 2.0 grs.
* Si esta en cristales pesar 2.36 grs.
Yodato de Sodio 0.2 grs.
Sulfato de aluminio 17.6 grs.
Acido acético glacial 2.0mL

* Para la preparacion se debe seguir el orden, en agitacion, a temperatura
ambiente por 1 hora, filtrar antes de usar por primera vez.

B. 1.13 Eosina.

Solucion stock {concentrada):

Eosina amarillenta 1.0 grs.
Agua destilada 20 mL
Alcohol del 96° 80 mL
Solucién de trabajo:
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Tomar una parte de la solucion stock y agregarla en tres parte de alcohol de
80°. Antes de usar agregar 0.5 mL de acido acético glacial, por cada 100 mL de
colorante preparado y agitar.

B. 1.14 Solucién de Alcohol-Acido (Diferenciador o decolorante).

I}Icohol de 70° 99 mL
Acido Clorhidrico (HCI) 1mL

B. 1.15 Solucién de Agua Amoniacal (Virador),

Agua destilada 99 mL
Hidroxido de Amonio 1mL

B. 1.16 Hematoxilina Férrica de Weigert

Solucién A

Hematoxilina (anhidra) 1gr.
Alcohol de 96° 100 mL
Soluciéon B

Cloruro férrico acuoso al 29 % 4 mL
Agua destilada 95 mL
Acido clorhidrico conc. 1mL
Solucidn de trabajo;

Mezclar partes iguales de las soluciones A y B. (Debe renovarse

periédicamente dependiendo del uso y de consistencia, con el tiempo suele
precipitarse).

* Solucidon acuosa de Cloruro Férrico

Cloruro férrico 14.5 grs.
Agua destilada 50 mL

B. 1.17 Solucién de Fucsina acida y Escarlata de Biebrich.

Escarlata de Biebrich acuosa al 1 % 90 mL
Eucsina acida acuosaal 1 % 10 mL
Acido acético glacial 1mL

* Solucion acuosa de escarlata de Biebrich
Escarlata de Biebrich 1gr
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Agua destilada 100 mL
* Solucion acuosa de Fucsina acida

Fucsina acida 1qgr
Agua destilada 100 mL

B.1.18 Solucién de Acidos Fosfomolibdico y Fosfotingstico.

Acido Fosfomolibdico 5 grs
Acido Fosfotingstico. 5 grs.
Agua destilada 200 mL

B 1.19 Solucion de Azul de Anilina

Azul de anilina 2.5grs
Agua destilada 100 mL
Acido acético glacial 2mL

B.1.20 Solucién acuosa de Acido Acético al 1%,

Acido acético glacial 1 mL
Agua destilada 99 mL

B. 1.21 Solucion Fijadora de Bouin

Solucién acuosa saturada de acido picrico 75 mL
Formaldehido (36-38 %) 25 mL
Acido acético glacial 5mL

B. 2 INMUNOHISTOQUIMICA (TUNEL).

La técnica de TUNEL se determiné utilizando el kit de Trevigen®, las soiuciones
marcadas con * se deben preparar no mas de 30 minutos antes de usarse.

* B. 2.1 Solucidn de proteinasa K.

2 muestras 4 muestras 10 muestras
Agua desionizada 100 pL 200 uL 500 uL
Proteinasa K 2 uL 4ulL 10 pL

* B. 2.2 Solucion blogueadora:
Metanol 45 mL

Peréxido de Hidrégeno 30% 5 mL
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B. 2.3 Solucion de Buffer de marcaje TdT 1 X

- Diluir el buffer TdT 10 X utilizando agua destilada.

- Use 50 mL de Buffer TdT 1 X para procesar de 1 a 10 muestras

- Separe una alicuota de 50 pL por muestra para preparar la mezcla de
reaccion de marcaje (paso 7), y almacenar en hielo

* B. 2.4 Mezcla de Reaccion de Marcaje

- Descongele la mezcla de TdT y dNTP a TA, coléquela en hielo

- Para mantener |a actividad dptima de la enzima saque del refrigerador el tubo
de la enzima solo el tiempo necesario para tomar el volumen.

- Mantenga la mezcla en hielo.

- Prepare 50 pL por muestra de la manera siguiente:

2 muestras 4 muestras 10 muestras
Mezcla de TdT dNTP 2 uL 4 UL 10 pL
Stock Cationica 50 X 2uL 4L 10 uL
Enzima TdT 2 uL 4uL 10 pL
Buffer de marcaje TdT 1X 100uL 200uL 500 pL

B. 2.5 Buffer Stop TdT 1X

- Diluir el buffer stop TdT 10 X utilizando agua destilada, almacenar a
temperatura ambiente.

Use 50 mL de buffer stop TdT 1 X para procesar de 1 a 10 muestras.

Buffer Stop TdT 1X 5mL
Agua desionizada 45 mL

* B. 2.6 Solucion Strep-HRP
- Use 50 plL Solucién Strep-HRP por muestra

- Almacene la solucién a temperatura ambiente.
- Para preparar anada:

2 muestras 4 muestras 10 muestras
PBS1X 100 pL 200 uL 500 pL
Strep-HRP 2L 4pl 10 UL

* B. 2.7 Solucion de DAB .

- Descongele DAB a 37 3C. Almacene a temperatura ambiente NO en hielo,
precipita la solucién DAB.

- Prepare la solucién no mas de 30 minutos antes de usarla.

- Use 50 mL de solucién DAB para procesar de 1 a 10 muestras.

- Para preparar anada:
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PBS 1 X 50 mL
DAB 250 L
H.0, 30% 50 pL

B. 2.8 Verde de metilo 1 %
- Esta listo para usarse, Puede re-usarse, almacene en recipiente cerrado, si
precipita, filtre.

B. 2.9 CONTROL POSITIVO:.

TACS-Nucleasa y Buffer

Buffer de marcaje TdT 1X 50 puL
Mezcla de TdT dNTP 1uL
Stock Catidnica 50 X T uL
Enzima TdT 2 uL
TACS-Nucleasa 1l

B.2.10 CONTROL NEGATIVO:
- Sustituir la enzima TdT de la mezcla por agua millig.

B. 3 ANALISIS BIOQUIMICO

B.3.1 Buffer frio (Fosfato 50 mM/L, NaCl 120 mM/L y EDTA 10 mM/L, pH 7.4).

* Preparar 50 mL

NaHPO, (1M) 2.5 mL
NaH2PO, (1M) 25 mL
NaCl  (1M) 6 mL
EDTA (0.5M) 1mL

Aforar a 50 mL con Agua millig.

B.3.2 SEVAGE
Cloroformo 24 mL
Alcohol isoamilico 1mL
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B.3.3 RNAsa libre de DNAsa (a concentracién de 200 ug/mL).

A partir de una solucién de trabajo de 10 pg/ulL, adicionar 20 L.

B.3.4 Buffer Tris-EDTA 1 X (Tris-HCI 10 mM/L, pH 8.0 y EDTA 1 mM/L) a 4 °C.

* Preparar 50 mL

Tris-HCITMpH 7.5 500 pL
EDTA 0.5 MpH 8.0 100 uL
Agua milliq. 49.4 mL

B.3.5 Buffer de carga (jugo azul).

Xilencianol 30 mg

Bromeofenol 30 mg

Agua millig 12mL

Glicerol 3.6 mL

B.3.6 Buffer TBE 10 X (Tris 89 mM/L, Borato 89 mM/L y EDTA 2 mM/L. pH 8.0)
Trizma base 108 grs.

Acido bérico 55 grs.

EDTA 0.5MpH8.0 40 mL

* Ajustar pH a 8.0 y aforar a 1000 mL

B.3.7 Acido Perclérico (HCLO,) 10 N.

*Preparar 25 mL
P.M. 88 um.a

HCLO4 2.840 mL
Aforar a 25 mL con agua millig.

B.3.8 Reactivo de Difenilamina (DPA).

*Preparar 100 mL, aimacenar en oscuridad y frasco ambar.

Difenilamina 1.5 grs.
Acido Acético glacial 100 mL
Acido Sulfurico 1.5mL

* 1 mL de stock de acetaldehido, 16 mg/mL, es afnadido a 100 mL de la solucién
de difenilamina antes del ensayo.
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B. 3.9 Stock de acetaldehido (C,H,0) 16 mg/mL

*Preparar 25 mL, almacenar en oscuridad y frasco ambar.

P.M. 4405 u.m.a
I=0.788 gr/mL

C-H4,O 0.507 mL
Aforar a 25 mL con agua milliq.

B.3.10 Hidréaxido de Sodio (NaOH) 1M

*Preparar 25 mL

P.M. 40 um.a

NaOH 1gr.

Aforar a 25 mL con agua milliq.

B.4 CURVA DE CALIBRACION

A partir de una solucion patron concentrada de 11.475 pg/mL de DNA se

preparé la siguiente curva de calibracion.

Tabla 2 Volumenes, lecturas de absorbancia y diferencias de la curva de

calibracién
Conc. DNA | Stock DNA | DPA+Acet. Agua
(vg) uL pL pL 595 nm | 650 nm | Diferencia
0.06 5.228 10.456 984.31 0.001 0.004 -0.003
0.08 6.971 13.942 979.0 0.03 0.026 0.004
0.1 8.714 17.429 973.85 0.038 0.032 0.006
0.12 10.457 20.914 968.62 0.249 0.241 0.008
0.14 12.200 24.400 963.39 0.07 0.059 0.011
0.18 15.686 31.372 952.94 0.464 0.448 0.016
BLANCO 10 990
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Absorbancia

0.02

0.015

0.01

0.005

-0.005

CURVA DE CALIBRACION

y = 0.0034x - 0.0048

R’ = 0.9563

il

7

Conc. de DNA

FIGURA 38. Curva de calibracion para la cuantificacion del DNA fragmentado empleando un

Tabla 3 Resultados y analisis estadistico de la cuantificacion de DNA

métado especirofotométrico (695 nm- 650 nm).

fragmentado (proporcién de DNA fragmentado).

ORGANOS | Exp.1 Exp. 2 Exp. 3 Promedio | Prom. Final
32,0 31.5 30,9 15
HIGADO 31,1 249 45,6 33,9 328%+12 *

31,5

23,8

122

437

14,8

33,0

1.1

PULMON

9,1 10,1 13,1 10,8
8,7 16,6 174 14,2

120%+19%

*p<0.01
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