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RESUMEN

ADOLFO SOTO DOMINGUEZ Fecha de Graduacion: Enero 2010

Universidad Auténoma de Nuevo Ledn.
Facultad de Medicina.

Titulo EVALUACION MORFOLOGICA DEL EFECTO
DE PEROXISOMICINA A1 SOBRE CELULAS
TC-1 IMPLANTADAS EN UN MODELO

MURINO.
Area de estudio: Orientacién Candidato para el grado de Doctor en
Terminal en Morfologia Ciencias con Orientacion Terminal en
Morfologia.

Propésito y Método del Estudio: La toxina T-514 o Peroxisomicina A1 (PA1), es un
compuesto aislado del fruto de K. parvifolia, cuyos 6rganos blanco son higado, rifién y pulmoén.
Estudios in vitro con celulas neoplasicas han demostrado toxicidad selectiva. En pacientes se
observd que PA1 causa aumento en la sobrevida. Estudios in vifro demostraron la induccién de
apoptosis sobre lineas celulares transformadas. /n vivo, se demostré que al administrar dosis
toxicas de PA1 a ratones se causa apoptosis en los 6érganos blanco. El objetivo de este estudio
fue evaluar el efecto de la administracién temprana (48 hrs) de 4 dosis de 1 mg de PA1/kg de
peso c/u, sobre la morfologia de las células tumorales TC-1 implantadas, érganos blanco a 10
dias post-implante y el efecto sobre el desarrollo tumoral y sobre la sobrevida de los ratones, a
28 dias post-implante. Las células TC-1 fueron cultivadas e inyectadas en 45 ratones cepa
C57BL/6 divididos en § grupos. El dia de la implantacién de las células tumorales se consideré
como dia 0 y a los dias 2, 4, 6 y 8 post-implante se administraron 4 dosis de 1 mg de PA1/ kg
de peso c/u disuelta en aceite de cartamo administrada via intraperitoneal (IP) o via subcutanea
en el sitio de implante (Sl), grupos control vehiculo y sin tratamiento. A los 10 dias post-
implante, el 50 % de los ratones de cada grupo se sacrifico y se obtuvo el tejido subcutaneo del
sitio del implante de las células tumorales, pulmén, higado y rifion. El otro 50 % de los ratones
se sacrificod entre los dias 28-44 post-implante y se colectaron muestras de la masa tumoral,
pulmon, higado y rifidn. Las muestras se procesaron para su andlisis morfolégico a microscopia
de luz y electronica de transmision, ademas se evalu6 el desarrollo macroscépico tumoral y la
sobrevida. En el analisis morfologico se observé a las células TC-1 entremezcladas con células
infiltrantes mononucleares, las células tumorales infiltran el tejido conectivo e invaden a las
fiboras musculares que muestran pérdida de las estriaciones, disminucién en didmetro y cambio
en el patrén de tincion. En los grupos tratados con PA1, las células TC-1 mostraron necrosis a
tiempos tempranos, mientras que en los grupos control no se observé dafio en las células
tumorales. Los 6rganos blanco no mostraron lesion. Se observé que los ratones tratados con
PA1 tuvieron disminucién en el desarrollo tumoral comparados con los grupos control, asi como
aumento en la sobreviva del grupo tratado.

Conclusiones y Perspectivas: Los resultados demostraron por primera vez un efecto téxico
selectivo de PA1 sobre las células TC-1 in vivo. PA1 causé disminucién en el desarrollo tumoral
y aumento en la sobrevida. Se propone el empleo de dosis mayores de PA1 que no afecten a
los 6rganos blanco en los que los resultados benéficos serian mas evidentes. No se observo la
induccidn de apoptosis por PA1 en este modelo murino in vivo.

FIRMA DEL DIRECTOR DE TESIS

M.C.P. J/Ph. D. Julio Sepulveda Saavedra



CAPITULO 1

INTRODUCCION Y ANTECEDENTES

1.1 T-514 o Peroxisomicina Al (PA1).

La toxina T-514 o Peroxisomicina Al, es una de las toxinas aisladas del
endocarpio del fruto de plantas del género Karwinskia. Dreyer y cols. (1975) las

denominaron de acuerdo a su peso molecular como: T-496, T-514, T-516 y T-544.

En estudios de toxicidad de T-514, realizados en roedores por Bermudez y
cols. (1986) se establecié que los 6rganos blanco para este compuesto son

pulmén, higado y rifidn.

Pifieyro y cols. (1994) describieron por primera vez la toxicidad selectiva de
T-514 sobre lineas celulares tumorales humanas derivadas de higado, pulmén y
colon. En este mismo estudio se comparé el efecto in vitro de T-514 con el de
antineoplasicos como vincristina, epidoxorubicina y 5-fluorouracilo entre otros y se
observo que las lineas celulares normales fueron mas sensibles a estos agentes
gue las lineas tumorales (Pifieyro y cols. 1993, 1994). Esto ha motivado a realizar otros

estudios a fin de establecer a T-514 como un posible agente antineoplasico.

Martinez de Villarreal y cols. (1996) reportaron la presencia de enfermedad
estable y aumento en la sobrevida de pacientes con cancer cervical recurrente que

recibieron tratamiento con T-514 durante un estudio de fase clinica l.

Debido a estos resultados, Pifieyro en 1995 y 1996 solicitd y obtuvo
patentes para la utilizacién de la T-514 como potencial agente antineoplasico,
siendo estas patentes otorgadas por la Comunidad Econdmica Europea, EUA,

Japon, Corea, Canada y México.



Estudios preliminares para evaluar el mecanismo de accion de la T-514,
sugieren que el peroxisoma es el organelo blanco en levaduras metilotréficas
(Sepulveda y cols.1992, Salazar y cols.1998), ratdn (Moreno y cols.1997) y rata (Sepulveda y

cols.1998), por lo que se renombro a la toxina T-514 como Peroxisomicina Al.

Existen reportes que describen que algunas células malignas contienen
menos peroxisomas y menor actividad de catalasa comparadas con células
normales (Lazarow, 1988). Esto pudiera estar relacionado con el mecanismo de

accion de la T-514 como agente antineoplasico.

Ademas, se ha descrito in vitro la activacion de apoptosis por PAl en
células de leucemia (Lansiaux y cols. 2001) asi como en otras lineas celulares
transformadas como hela, adenocarcinoma mamario, adenocarcinoma de colon y

hepatoma (Martinez y cols. 2001).

In vivo, se ha demostrado que cuando se administran dosis téxicas (2DLso)

de PA1l a ratones normales, causa apoptosis en los 6rganos blanco (Soto y cols.
2005).



1.2 JUSTIFICACION.

El presente estudio contribuye a la continua busqueda de agentes
antineoplasicos y se tomaron en cuenta los estudios en los que se describe
toxicidad selectiva de PAL sobre lineas celulares malignas comparadas con lineas
celulares normales, asi como la observacion de apoptosis in vitro sobre lineas
tumorales e in vivo sobre los 6rganos blanco al administrar dosis toxicas de PAL.
Ademas de los estudios de fase clinica I, en los que se observo enfermedad
estable y aumento en la sobrevida de pacientes con carcinoma ceérvico uterino

tratadas con PA1.

Por lo que se consider6 importante el realizar estudios morfologicos en un
modelo murino, que describan cambios en las células tumorales relacionados con
la enfermedad estable, y el aumento en la sobrevida de las pacientes, ademas de

evaluar el efecto de PA1 sobre pulmon, higado y rifion.

En este estudio se evaluo el efecto de la administracién temprana (48 hrs)
de 4 dosis de 1 mg de PAl/kg de peso c/u, sobre las células tumorales TC-1
implantadas en ratones, asi como de los 6rganos blanco a 10 dias post-implante y
su efecto sobre el desarrollo tumoral y la sobrevida, a 28 dias post-implante.

1.3 HIPOTESIS DE TRABAJO.

La administracion temprana de 1 mg de PAl/kg de peso a ratones tiene
un efecto téxico selectivo sobre células tumorales TC-1 implantadas sin afectar a

los 6rganos blanco.



1.4 OBJETIVOS ESPECIFICOS.
Para comprobar esta hipotesis se plantearon los siguientes objetivos

especificos.

e Evaluacion a los 10 dias post-implante.

1.- Evaluar la histologia de las células TC-1 y de los 6rganos blanco en ratones

C57BL/6 tratados con PAL y grupos control vehiculo y control sin tratamiento.

2.- Evaluar la presencia de apoptosis en las células TC-1 y 6rganos blanco en
ratones C57BL/6 tratados con PA1l y grupos control mediante el método de
TUNEL.

3.- Evaluar la ultraestructura de las células TC-1 y 6rganos blanco en ratones

C57BL/6 tratados con PAL y grupos control.
e Evaluacion a los 28-44 dias post-implante.
(Ademas de los objetivos anteriores)
4.- Evaluar el efecto de PAl sobre el desarrollo del tumor en ratones tratados

comparandolo con los grupos control.

5.- Evaluar la sobrevida de los ratones tratados con PA1 comparandola con los

grupos control.



CAPITULO 2

MATERIAL Y METODOS

2.1 Células tumorales TC-1.

La linea celular tumoral TC-1 se obtuvo de la ATCC (CRL-2785). De
acuerdo con Lin y cols. (1996) esta linea celular se desarrollé a partir de un cultivo
primario de células epiteliales de pulmon de raton cepa C57BL/6 y las células
fueron co-transformadas para expresar las proteinas E6 y E7 del HPV-16 y el
oncogén c-Ha-ras (Lin y cols. 1996). Por lo que cuando se implantan estas células en
ratones C57BL/6, no sufren rechazo inmunoldgico, utilizdandose con éxito como un

modelo murino de cancer in vivo.

Las células se cultivaron en medio de Dulbecco modificado por Eagle y
suplementado con suero bovino fetal al 10%, incubadas a 37 °C en una atmdsfera
de 5% CO, y 95 % de humedad. Al observar la monocapa en confluencia, las
células se cosecharon afiadiendo 1 mL de tripsina al 0.25%, la suspension celular
se mantuvo en hielo y se lavo 2 veces con solucién buffer de fosfatos (PBS), pH
7.2-7.4 centrifugando a 3,000 rpm entre cada lavado, el boton celular se
resuspendié en PBS, se cuantificaron las células utilizando un hematocitometro y
se afiadi6 el volumen necesario de PBS para tener una concentracién de 5 X 10*
células en 100 pL.

Las células se implantaron por via subcutdnea en la extremidad posterior
derecha de ratones C57BL/6. Antes y después de realizar el implante se analizo la
viabilidad de la suspension celular = 95% haciendo una mezcla 1:1 con azul de

tripano.



2.2 Animales.

Se emplearon 45 ratones cepa C57BL/6 de 5-6 semanas de edad, 25-30
gramos (Harlan México, UNAM), mantenidos a dieta estandar de laboratorio con
ingesta de agua ad libitum, ciclos de luz/oscuridad de 12 hrs, en el bioterio del
Depto. de Histologia, Facultad de Medicina. UANL.

2.3 T-514 o0 PA1L.

Se empled PAL extraida del fruto de Karwinskia parvifolia de acuerdo con el
método descrito por Guerrero y cols. (1987). El aislamiento, purificacion y
valoracion de su actividad biolégica se hizo en el Depto. de Farmacologia y

Toxicologia, Facultad de Medicina, UANL.

2.4 Grupos experimentales.

En la presente investigacion se propuso iniciar el tratamiento en forma
temprana posterior a la implantacién de las células tumorales, que se considero
como dia 0. A los dias 2, 4, 6 y 8 post-implante se administraron 4 dosis de 1 mg
de PAl/kg de peso c/u disuelta en aceite de cartamo administrada via
intraperitoneal (IP), o por via subcutdnea en el sitio de implante (Sl), grupos

control vehiculo (VH IP o Sl) y control sin tratamiento (ST).

También se evaluaron los cambios histopatolégicos, histoquimicos,
inmunohistoquimicos y ultraestructurales tempranos, por lo que a los 10 dias
post-implante, el 50 % de los ratones de cada grupo se sacrificd por dislocacion
cervical y se obtuvo el tejido subcutdneo del sitio del implante de las células

tumorales, asi como pulmoén, higado y rifidn.

El otro 50 % de los ratones se sacrificod entre los dias 28-44 post-implante y

se colectaron muestras de la masa tumoral, pulmén, higado y rifién.



Los experimentos se repitieron dos veces en la colecta a tiempos

tempranos y una a tiempos tardios.

2.5 Andlisis morfoldgico.

Después del sacrificio, los ratones se perfundieron por el ventriculo
izquierdo con solucién fijadora de glutaraldehido al 0.25 % en buffer de cacodilatos
pH 7.2-7.4, y las muestras colectadas se dividieron para su analisis a microscopia

de luz y electronica de transmision.

2.5.1 Microscopia de luz.

Las muestras se fijaron durante 24 hrs en solucion de formalina al 4%
recién preparada a partir de paraformaldehido en PBS pH 7.2-7.4. Posteriormente
se procesaron por la técnica histoldgica de rutina hasta su inclusién en parafina.
Se obtuvieron cortes histologicos de 5 um y se tifieron con hematoxilina y eosina
(H y E), con el método tricromico de Masso6n y por método del Acido Peryodico de
Schiff (PAS) + diastasa, para la demostraciéon de polisacaridos complejos

(glucosaminoglucanos y proteoglicanos).

2.5.2 Microscopia electronica de transmision.

El tejido se mantuvo 24 hrs en solucion fijadora de Karnovsky-Ilto (acido
picrico, formaldehido, glutaraldehido en buffer de cacodilatos pH 7.2-7.4) de
acuerdo con el método descrito por Ito y Karnovsky, (1968), procesado por la
técnica para microscopia electronica hasta su inclusibn en resinas epoéxicas
usando la técnica de Luft (1961); de los bloques se prepararon cortes ultrafinos

contrastados con acetato de uranilo (Watson, 1958) seguido de citrato de plomo
(Venable y Coggeshall, 1965).

2.5.3 Inmunohistoquimica para identificar poblaciones de células infiltrantes
mononucleares.
Se utilizaron anticuerpos monoclonales primarios especificos para la

identificacion de linfocitos T CD3", linfocitos B CD20", macréfagos CD15" y células



asesinas naturales (NK) CD56". Se utilizo la tecnologia LSAB+System-HRP (Link-
Streptavidin-Biotin+System-Horseradish Peroxidase) de DAKO® y los niicleos se
contrastaron con hematoxilina. Se utilizaron como tejidos testigo cortes de timo,
amigdala palatina, bazo y ganglio linfatico, respectivamente. Como control

negativo de la técnica se omitio la incubacion con el anticuerpo primario.

2.5.4 Andlisis cuantitativo de las poblaciones identificadas.

Después de identificar los tipos de células presentes en el infiltrado, se
realiz6 un conteo en tres laminillas (una por cada raton) de cada grupo de estudio.
En 8 campos consecutivos por laminilla se contd el total de células/campo
distinguiendo las células positivas y negativas, después se calcul6 el porcentaje,
valor promedio, desviacion estandar y error estandar de la desviacion (desviacion
estandar/n de cada grupo) para cada uno de los grupos. Los datos se graficaron y
se sometieron a la prueba estadistica t de student con un grado de significancia de
p<0.05

2.5.5 Método de TUNEL para la demostracion de la fragmentacion de la
cromatina.

Para la técnica de TUNEL (Tdt-mediated dUTP-biotin Nick-End Labeling)
(Gavrieli y cols. 1992), se usé el kit TACS™ 2 TdT in situ Apoptosis Detection de
Trevigen® y se incluyeron controles de técnica de acuerdo con las instrucciones

del kit. Estas muestras se analizaron mediante microscopia de luz.

2.6 Analisis del crecimiento tumoral.

Los ratones de los grupos de tiempos tardios, fueron monitoreados
diariamente hasta detectar una masa tumoral de 5 a 7 mm de diametro, después
se realizaron mediciones de los diametros mayor y menor, los datos se

sustituyeron en la férmula A x B? x 11/6, donde A: diametro mayor y B: diametro



menor, para obtener el volumen tumoral/dia de observacion/grupo de estudio (Chen
y cols. 2000).

Los valores promedio de estas mediciones se graficaron para determinar el
patrén de desarrollo tumoral y se analizaron estadisticamente con la prueba t de
student con un grado de significancia ajustado de p < 0.025. El ajuste si hizo con

el método de Bonferroni.

2.7 Andlisis de la sobrevida.
Se realiz6 un andlisis de sobrevida comparando el grupo tratado con PA1

con los grupos control.

El total de los animales de cada grupo se tom6 como 100 %, y se resto el
porcentaje correspondiente al dia de la muerte o sacrificio de cada raton. Para
esto se consideraron los siguientes parametros:

1) Cuando ocurrié la muerte espontanea del raton,

2) Cuando el diametro mayor del tumor alcanzo6 2.5 cm,

3) Si el ratdn se encontré en malas condiciones (pérdida de peso, dificultad

para comer o moverse) y se registré6 como el dia de su muerte.

Los datos se analizaron con el programa SPSS versién 16.0 para obtener
la gréafica de Kaplan-Meier. También este programa permitid analizar
estadisticamente los datos con un valor de significancia de p < 0.05 y determinar si

existen diferencias entre grupos.



CAPITULO 3

RESULTADOS

3.1 ANALISIS MORFOLOGICO DE LAS MUESTRAS COLECTADAS A 10 DIAS
POST-IMPLANTE.

3.1.1 Histologia de las células TC-1.

A 10 dias post-implante no se observo ninguna tumoracion. Sin embargo,
en el analisis histolégico del tejido subcutaneo del sitio del implante de las células
tumorales, se observo proliferacion de las células TC-1, que mostraron integridad
del citoplasma y nucleo, ademas entremezcladas con las células tumorales se
encontraron células infiltrantes mononucleares que por su morfologia
corresponden a células linfoides y macréfagos. Los agregados de células

tumorales en ocasiones formaron cavidades de diametro variable (fig. 1A).

También se observd que las células TC-1 migran entre el tejido conectivo
que rodea a las fibras musculares esqueléticas, en estrecha asociacion con ellas.
Destacé la notable disminucion del didmetro de las fibras musculares en el sitio en
que las células tumorales invaden al tejido conectivo (fig. 1B). Ademas algunas
fibras musculares mostraron nucleos de localizacién central similares a los nicleos
de las células TC-1 (fig. 1C).

Ademas hubo cambio en el patron de tincion de las fibras musculares, las
cuales se tifieron de azul en lugar del rojo brillante caracteristico de las células del

musculo esquelético normal, tefiidas con el método tricromico de Masson (fig. 1D).



3.1.2 Histoquimica para la demostracion de polisacaridos complejos de la
membrana basal mediante la técnica de PAS con diastasa.

Al analizar los cortes histologicos del sitio de implante de las células
tumorales con la técnica de PAS + diastasa, se observaron fibras musculares con
pérdida de la continuidad de la membrana basal que las rodea en el sitio en que
fueron invadidas por las células tumorales (fig. 2B), las células tumorales también
mostraron positividad en su citoplasma (fig. 2C). También se observé positividad
en el espacio extracelular con presencia de células tumorales y material PAS
positivo resistente a la diastasa entre las fibras musculares sin presencia de

células tumorales (fig. 2D).

3.1.3 Inmunohistoquimica para la identificacion de poblaciones infiltrantes
mononucleares.

En el sitio de implante de las células TC-1 y en los tumores desarrollados
de los grupos control y tratados con PA1, se observoé la presencia de infiltrado de
células mononucleares, mediante inmunohistoquimica estas células fueron
identificadas como linfocitos T CD3" (fig. 3A), linfocitos B CD20" (fig. 3B),
macrdfagos CD15" (fig. 3C) y células NK CD56" (fig. 3D).

3.1.4 Andlisis cuantitativo de las células positivas.

En el andlisis cuantitativo se observo el mismo patrén para cada una de las
poblaciones celulares identificadas en cada grupo de estudio, en los valores
promedio obtenidos se observé un mayor porcentaje de linfocitos T CD3" (17.34%
+0.4%), seguido de macrofagos CD15" (13.04% =+0.3%), después linfocitos B
CD20" (10.84% +0.4%), y finalmente el porcentaje de células NK CD56" (10.33%
+0.3%).

En el andlisis estadistico no se observé diferencia estadistica significativa

entre los grupos tratados con PAL y grupos control (fig. 4).



3.1.5 Histologia de las células TC-1 en los grupos tratados con PAL.
En el andlisis histologico de los grupos tratados con PA1 via IP o SI, se
observaron grandes &reas con signos de necrosis tales como: restos celulares y

ndcleos picnéticos de las células tumorales (fig. 5B).

También se observo la presencia de infiltrado de células mononucleares. El
andlisis cuantitativo de estas células no mostré ninguna diferencia respecto al

grupo control (fig. 4).

En el andlisis ultraestructural de las células TC-1 de los grupos control, se
observaron células con prolongaciones citoplasmaticas, escasos organelos,
nacleos y nucléolos de tamafio variable y con heterogeneidad en el arreglo de la

cromatina (fig. 5C).

En los grupos tratados con PA1 via IP o via Sl, se confirmaron los hallazgos
de la necrosis de las células tumorales: ruptura de la membrana plasmaética,
pérdida del citoplasma, mitocondrias hinchadas con extraccion parcial o total de la
matriz, ndcleos picnéticos o con cromatina extraida y ruptura de la envoltura

nuclear (fig. 5D).

3.1.6 Inmunohistoquimica para el andlisis de la fragmentaciéon de la
cromatina utilizando la técnica de TUNEL.

Al analizar con la técnica de TUNEL las muestras del sitio del implante de
las células tumorales (fig. 6C), tejido tumoral, pulmén, higado (fig. 6D) y rifidon de
los grupos control y experimentales con PA1l, no se observé positividad a la

fragmentacion de la cromatina, fendmeno que ocurre durante la apoptosis.



3.1.7 Histologia y ultraestructura de los 6rganos blanco (pulmon, higado y
rindn) para PAL.

En el analisis histologico y ultraestructural de las muestras de pulmoén (fig.
7A y 7B), higado (fig. 7C y 7D), y rifion (fig. 7E y 7F), colectadas a los 10 dias
post-implante asi como entre los dias 28-44 post-implante de los ratones de los
grupos tratados con PAL, se observd que el tratamiento con este compuesto no
tuvo un efecto toxico sobre estos Organos, ya que presentaron una histologia

normal, similar a la observada en las muestras de los grupos control.

3.2 ANALISIS MORFOLOGICO DE LAS MUESTRAS COLECTADAS A 28-44
DIAS POST-IMPLANTE.

En el analisis morfolégico de las muestras colectadas a tiempos tardios no
se observaron diferencias entre los grupos de estudio, respecto a lo descrito para
los tiempos tempranos, excepto que todos los tumores mostraron necrosis de

ubicacion central, con escasa vascularizacion (fig. 8A 'y 8B).

3.3 EVALUACION DEL DESARROLLO TUMORAL.
En los ratones de los grupos de tiempos tardios, la masa tumoral se detectd
a partir del dia 12 post-implante, y se realizaron mediciones hasta el dia 35 post-

implante.

En nuestro estudio se observd que los tumores tanto de los grupos control
como de los tratados continuaron creciendo. Sin embargo se observo que el
desarrollo tumoral fue mayor en los grupos control comparado con los tratados con
PA1, los cuales mostraron una disminucion significativa en el volumen tumoral
ademas de diferencia estadisticamente significativa entre cada uno de los dias de

medicion (fig. 9A).



3.4 EVALUACION DE LA SOBREVIDA.
En el andlisis de supervivencia se observo que en los ratones tratados con

PA1 aumenté la sobrevida, en comparacién con los ratones de los grupos control.

Los ratones del grupo control sin tratamiento murieron entre los dias 28-35
dias post-implante, mientras que los de los grupos control vehiculo IP o SlI,
murieron entre los 35-37 y 28-37 dias post-implante, respectivamente.

Los ratones tratados con PA1 IP murieron entre los 33-44 y los de PA1 SlI
del 35-42 dias post-implante, respectivamente. En el andlisis estadistico
observamos diferencia significativa entre los grupos tratados vs grupos control

vehiculo y control sin tratamiento (fig. 9B).



Fig. 1. Células TC-1 en el sitio de implante. Control sin tratamiento. Micrografia de luz. A) Células tumorales
(CT) con formacién de cavidades (CA), células infiltrantes mononucleares (flechas azules), fibras musculares
cortadas de manera longitudinal con nucleos en el centro (flecha amarilla). B) Fibras musculares de diametro
normal (M), células tumorales que invaden el tejido conectivo (CT), fibras musculares esqueléticas con
disminucién en el diametro (flechas amarillas). C) Células TC-1 (CT), fibras musculares esqueléticas con
nucleos de localizacion central (flecha azul) y fibras con cambios en el patrén de tincién (flecha amarilla). D)
Se muestra la variacion en el color de las fibras musculares esqueléticas (flecha verde). Embebido en
parafina, tricrémico de Masson. A, B y C: Barra 20 um, D: Barra 10 pm.
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Fig. 2 A) Fibras musculares esqueléticas normales cortadas de manera longitudinal (m), ndcleos en la
periferia (n) y tincion en color magenta de la membrana basal (flechas azules). Células TC-1 en el sitio
de implante. Control sin tratamiento. Micrografia de luz. B) Pérdida de la continuidad de la membrana
basal de las fibras musculares cortadas de manera longitudinal (flechas amarillas), positividad en el
citoplasma de las células tumorales (CT). C) Positividad en el citoplasma de células tumorales (CT) en
el espacio extracelular. D) Material PAS positivo entre las fibras musculares sin presencia de células
tumorales (flecha verde). Embebido en parafina. Pre-tratamiento con diastasa + PAS. Barra 10 ym.




Fig. 3 Células TC-1 en el sitio de implante. Tratado con PAl. Micrografia de luz. A) Linfocitos T
(flechas). B) Linfocitos B (flechas). C) Macréfagos (flechas). D) Células NK (flechas). Embebido
en parafina. Inmunohistoquimica. Barra 10 pm.
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Fig. 4 Gréfica de cuantificacion de células mononucleares: El conteo de células para cada tipo celular
identificado en cada grupo de estudio, demuestra la presencia de un patron donde el mayor
porcentaje de las células infiltrantes son linfocitos T en todos los grupos. Los macréfagos fueron la
segunda poblacién mas abundante, seguida de los linfocitos B y finalmente las células NK. Las
cantidades de las células infiltrantes presentes en cada grupo de estudio no mostraron diferencias
entre los grupos tratados con PA1 y controles.



Fig. 5 Células TC-1 en el sitio de implante. Control sin tratamiento. Micrografia de luz. A) Células
tumorales entremezcladas con células infiltrantes mononucleares (flechas amarillas). Células TC-1
en el sitio de implante. Tratado con PA1l. Micrografia de luz: B) necrosis celular (flecha hueca),
nacleos picnoticos (flechas negras) y células mononucleares (flechas rojas). Embebido en parafina,
tricromico de Massoén. Barra 10 um. Células TC-1 en el sitio de implante. Control sin tratamiento.
Micrografia electrénica. C) Ultraestructura de célula TC-1. 10,000 x. Células TC-1 en el sitio de
implante. Tratado con PAL. Micrografia electrénica. D) Célula con signos de necrosis, observe el
nudcleo picnético. 10,000 x
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Fig. 6 Tejido tumoral de ratén. Control sin tratamiento. Micrografia de luz A) Control positivo:
nucleos positivos a la fragmentacion de la cromatina (flechas). B) Control negativo: nicleos
negativos (n). Células TC-1 en el sitio de implante. Tratado con PAL. Micrografia de luz. C)

nucleos negativos (n). Higado. Tratado con PA1. Micrografia de luz. D) nacleos negativos (n).
Embebido en parafina. TUNEL. Barra 20 pm.




Fig. 7 Pulmén. Tratado con PAl. Micrografia de luz. A) Imagen de histologia normal: espacios
alveolares limpios (EA), tabiques interalveolares (Ti), neumocito tipo | (nl), neumocito tipo Il (nll).
Pulmén. Tratado con PAL. Micrografia electrénica. B) Se observa una ultraestructura normal: espacio
alveolar (EA), tabique interalveolar (Ti), neumaocito tipo | (nl), eritrocito (e) y célula mononuclear (cm)
en el interior de un capilar. 3,150 X. Higado. Tratado con PA1. Micrografia de luz. C) Observe una
histologia normal: nucleos de hepatocitos (n), capilares sinusoidales (S) y vena central (VC). Higado.
Tratado con PAL. Micrografia electrénica. D) No se observa la presencia de lesiones: nucleo
eucromético (n), nucléolo (nu), reticulo endoplasmico rugoso (Re), mitocondrias (m). 6,300 x. Corteza
de rifién. Tratado con PA1l. Micrografia de luz. E) Observe una histologia normal: glomérulo (G),
espacio de Bowman (EB), tabulo contorneado proximal (TCP), tibulo contorneado distal (TCD). Célula
del epitelio de tlbulo contorneado proximal de rifion. Tratado con PAL. Micrografia electrénica. F) No
se observa la presencia de lesiones: nucleo (n), nucléolo (nu), mitocondrias (m), microvellosidades
(mv). 6,300 x. A, C y E: Embebido en parafina, tricrémico de Massén. Barra 20 um.



Fig. 8 Tejido tumoral de ratén. Tratado con PA1. Micrografia de luz. A) Se observa una amplia zona con
células con signos de necrosis (N), células con nucleos picnéticos (P) y células de aspecto normal (CT).
Embebido en parafina, tricromico de Massén. Barra 100 um. Tejido tumoral de ratén. Tratado con PAL.
Micrografia electrénica. B) Células con signos de necrosis: nucleos picnoticos (flechas huecas),
mitocondrias hinchadas con pérdida de la matriz (m). 3150X.
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Fig. 9 A) Grafica de desarrollo tumoral: La masa tumoral fue detectada a partir del dia 12 post-implante y se
realizaron mediciones hasta el dia 35 post-implante. Observe que en los animales no tratados el tumor crecié mas
rapido comparado con los animales tratados con PA1. En cada dia de medicién se observa diferencia estadistica
significativa. Al final del periodo de observacién los tumores de los ratones de los grupos tratados fueron mas
pequefios que los de los grupos control. Método de Bonferroni y prueba t de student. ** p < 0.0025 y * p < 0.025.
B) Andlisis de sobrevida o de Kaplan-Meier: observe el tiempo de sobrevida en todos los grupos de estudio. Los
grupos tratados con PAL1 mostraron un incremento en el tiempo de sobrevida. El analisis estadistico muestra que
hay diferencia estadistica significativa entre los ratones de los grupos control vs ratones de los grupos tratados

con PA1. Prueba t de student,*

p <0.05.



CAPITULO 4

DISCUSION

Con base a los resultados del presente estudio se acepta la hipotesis de
trabajo: “La administracion temprana de 1 mg de PAl/kg de peso a ratones tiene
un efecto téxico selectivo sobre células tumorales TC-1 implantadas sin afectar a

los 6rganos blanco.”

Los resultados obtenidos en este estudio demuestran por primera vez la
existencia de toxicidad selectiva in vivo de PAl sobre la linea celular TC-1,
evaluada tempranamente, antes del desarrollo de una masa tumoral perceptible,
ya que mientras estas células mostraron necrosis, los 6rganos blanco evaluados:

pulmon, higado y rifidn no presentaron ninguna lesion.

En la literatura existen numerosos estudios en los que se utiliza el modelo
tumoral murino con células TC-1 descrito por Lin y cols. (1996), sin embargo no
describen desde el punto de vista morfolégico el comportamiento de las células
TC-1 en el sitio de implante, o su interaccion con los tejidos circundantes, por lo
gue una de las primeras interrogantes que abordamos en el presente estudio, fue
la de caracterizar la histologia y la ultraestructura de las células TC-1 en el grupo
control, a fin de poder comparar el efecto del tratamiento con PAL.

A 10 dias post-implante aun no se observa ninguna tumoracion. Sin
embargo, en el analisis histoldgico del tejido subcutaneo del sitio del implante de
las células tumorales, se observo proliferacion de las células TC-1 que migran
entre el tejido conectivo que rodea a las fibras musculares, en estrecha asociacién
con ellas. Destaca que en estos sitios las fibras musculares mostraron una notable
disminucién en su didmetro. También se observé que algunas fibras musculares
mostraron nucleos de localizacion central similares a los nucleos de las células
TC-1.



Estos hallazgos no han sido descritos en las células TC-1 implantadas, sin
embargo consideramos que los resultados observados en nuestro estudio
coinciden con lo reportado por Brandes y cols. (1967) en un estudio in vivo con
células tumorales de leucemia L1210, donde se observé que las células tumorales
invaden al tejido conectivo y a las fibras musculares esqueléticas. En este estudio
se describe que la invasion de las células tumorales causa cambios en la
morfologia de las fibras musculares ya que muestran un aspecto ondulado

ademas de desorganizacion de las miofibrillas.

En nuestro estudio también observamos zonas donde las fibras musculares
mostraron una notable disminucién en su diametro cuando las células tumorales
invaden al tejido conectivo que las rodea, estos resultados sugieren que las
células tumorales TC-1 secretan factores paracrinos que contribuyen a la atrofia

de las fibras musculares.

Cambios similares a lo anterior han sido descritos en estudios in vivo con
células tumorales de adenocarcinoma de colon-26 que secretan citocinas como
TNFa, IL-6 e Interferén y (Strassmann y cols. 1993, Garcia-Martinez y cols. 1994, Matthys y
Billiau, 1997), ademas de factores humorales como el factor inductor de protedlisis
(PIF) aislado de pacientes con cancer y ratones con células tumorales de
adenocarcinoma murino (MAC16) (Todorov y cols. 1996). Estos factores actUan
directamente sobre las fibras musculares causando atrofia resultado de un
incremento en un 50 % en el catabolismo de proteinas principalmente de los
filamentos de actina y un decremento hasta de un 50 % en las sintesis de
proteinas (Belizario y cols. 1991, Todorov y cols. 1996, Yano y cols. 2008). Ambos
mecanismos pueden suceder de maneras simultanea (Strelkov y cols. 1989, Lorite y
cols. 1997) y dar como resultado una intensa atrofia muscular que se ha relacionado
con el estado de caquexia presente en animales de experimentacién y en

pacientes con cancer (Fuijiki y cols. 1997, Todorov y cols. 1999, Cabal-Manzano y cols. 2001)



Ademas, se observd que en los sitios en los que las células tumorales
invaden a las fibras musculares hay cambio en el patron de tincién de las fibras
musculares: se tifien de azul en lugar del rojo brillante caracteristico de las células
del musculo esquelético normal, tefiidas con el método tricromico de Masson.
Estos cambios en el patréon tintorial pueden estar relacionados con cambios
fisicoquimicos intracelulares en las fibras musculares aparentemente inducidos por
la invasion de las células TC-1, ya que ademas de alterar el metabolismo de las
proteinas, las células tumorales pueden inducir el aumento en la glicélisis y la
acidificacion del microambiente de los tejidos y células normales circundantes a
las células tumorales, estos cambios también se han relacionado con la invasion a

los tejidos cercanos o bien pueden favorecer a la generacibn de metastasis
(Smallbone y cols. 2005,2007, Gatenby y cols. 2006, 2007).

Al observar los cortes analizados con PAS + diastasa, se observo
positividad a la reaccion en el citoplasma de las células tumorales que invaden a
las fibras musculares, y en células tumorales que infiltran al tejido conectivo entre
el tejido muscular, asi como la presencia de material PAS positivo resistente a la
diastasa en el espacio extracelular sin células tumorales. Estos resultados
sugieren que las células TC-1 sintetizan y secretan componentes de la membrana
basal, lo que favorece su migracion. Este mecanismo ha sido descrito en tipos
celulares como carcinoma pulmonar humano (Bolon y cols. 1995, Kikkawa y cols. 1998) y
cancer de mama (Yee y cols. 2007, Theodoro y cols. 2007) que al sintetizar componentes
de la membrana basal pueden migrar e invadir tejidos y 6rganos distantes a su
sitio de origen, causando asi metastasis. En la literatura no encontramos reportes

que describan este fendmeno para las células TC-1.

Al analizar la ultraestructura de las células TC-1 implantadas en los grupos
control, se observaron células integras con prolongaciones citoplasmaticas,
mitocondrias y ribosomas escasos, nucleos de tamafio variable y heterogeneidad
en el arreglo de la cromatina, esto concuerda con lo descrito para las células
neoplasicas que presentan escasos organelos por su alto indice de proliferacion

(Lin y cols. 1996) sin llevar a cabo alguna funcion de secrecion.



Por otra parte, en el analisis histolégico y ultraestructural de las células TC-
1 en los grupos tratados con PA1, se observaron alteraciones celulares indicativas
de necrosis, ademas de obtener resultados negativos a la fragmentacion de la

cromatina mediante la técnica de TUNEL, caracteristica de la apoptosis.

Estos hallazgos son contrarios a lo reportado en estudios previos in vitro
que describen la induccion de apoptosis por PA1l sobre células de leucemia
(Lansiaux y cols. 2001), asi como en otras lineas celulares transformadas como hela,
adenocarcinoma mamario, adenocarcinoma de colon y hepatoma (Martinez y cols.
2001). Esto puede deberse a la concentracion de PA1 que entra en contacto con
las células tumorales, que en el sistema in vitro puede ser mayor que en el modelo
in vivo. Se ha reportado que PA1 administrada a dosis toxicas causa apoptosis en

higado, rifién y pulmon de ratones normales (Soto y cols. 2005).

Por otra parte, el efecto toxico selectivo de PA1 observado in vivo sobre las
células TC-1, sin mostrar efecto sobre las células de los 6rganos blanco puede
estar relacionado con el hecho de que algunas células malignas contienen menos
peroxisomas y menor actividad de catalasa comparado con células normales
(Lazarow, 1988), lo que pudiera causar mayor sensibilidad de las células tumorales al

tratamiento con PAL.

Es importante mencionar que en el presente estudio se observé que los
ratones tratados con PAL1 via IP o Sl, mostraron una disminucién estadisticamente
significativa en el desarrollo del volumen tumoral, comparado con los grupos
control en cada uno de los dias de medicién, esto puede estar relacionado con la
necrosis que se presenta durante el desarrollo temprano de los tumores, lo que

conduce a la formacién de tumores mas pequefios.

Ademas, en los ratones tratados con PALl via IP o Sl, se present6 un

aumento estadisticamente significativo en la sobrevida comparados con los grupos



control. Estos resultados concuerdan con lo observado en pacientes con
carcinoma cervical recurrente en los estudios de fase clinica | con PA1, en los que

se observo enfermedad estable y aumento en la sobrevida (Martinez de Villarreal y
cols. 1996).

En nuestro estudio al identificar y cuantificar a los linfocitos T, linfocitos B,
macrofagos y células NK, no encontramos diferencia estadisticamente significativa
entre los grupos control y los grupos tratados con PAL. Estos resultados sugieren
que el tratamiento con PALl no involucra a la células inmunolégicas, y que la
presencia de estas células infiltrantes tanto en los grupos control como en los
tratados con PAl, puede estar relacionado con el reconocimiento de las
oncoproteinas E6 y E7 del HPV-16 que las células TC-1 expresan en su

membrana plasmatica (Lin y cols. 1996).

Al cuantificar las poblaciones identificadas, el porcentaje mayor
correspondio a los linfocitos T, seguido por los macrofagos, después los linfocitos
B y finalmente las células NK. Esto sugiere que la respuesta inmunoldgica que se
esta presentando en el ratdn es de tipo celular posiblemente dirigida contra los

antigenos de membrana de las células tumorales.

Finalmente resaltamos que la dosis empleada no tuvo un efecto téxico
sobre pulmén, higado y rifiébn, como ha sido descrito para la intoxicacion
experimental con PAL1 con dosis de hasta dos veces la DLsg en varias especies

animales, en las que causa dafio severo (Bermudez y cols. 1986,1992, Sepulveda y cols.
1992, Soto y cols. 2005).

Estos hallazgos nos permiten sugerir la posibilidad de emplear dosis
mayores de PA1, de acuerdo con la curva dosis-respuesta para determinar la
dosis letal 50 en el raton, considerando importante que la dosis de PA1 debe ser
igual o inferior a 10 mg/kg de peso (fig. 10), ya que a dosis superiores a ésta
aparece la mortalidad en los ratones. Ademas de evaluar la presencia de efectos

téxicos sobre los 6rganos blanco.
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Fig. 10 Curva dosis-respuesta para determinar la dosis letal 50 de PA1 en el ratén, observe
como a dosis inferiores a 10 mg de PA1/kg de peso la mortalidad es O (flecha), apareciendo a
dosis superiores a esta. Cortesia Dra. Victoria Bermudez de Rocha. Area de Bioensayos.

Depto. de Farmacologia y Toxicologia, Facultad de Medicina, UANL.

Actualmente, en nuestro laboratorio se llevan a cabo estudios para evaluar

el efecto de dosis mayores de PAl y de su combinacion con otros agentes

antineoplasicos sobre este modelo tumoral murino.
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CAPITULO 5

CONCLUSIONES, CONTRIBUCIONES Y PERSPECTIVAS

5.1 CONCLUSIONES

PA1 administrada en 4 dosis de 1 mg/kg de peso, tiene un efecto toxico
selectivo sobre las células TC-1 implantadas, ya que presentan necrosis,

mientras que los 6rganos blanco no presentaron lesion alguna.

Se observd disminucion significativa del volumen tumoral e incremento en

la sobrevida de los ratones tratados con PAL.

5.2 CONTRIBUCIONES

Se describen las caracteristicas histologicas y ultraestructurales en etapas

tempranas de las células TC-1 implantadas en el modelo murino.

En el analisis histologico y ultraestructural de las células TC-1 en los grupos
tratados con PA1 se observo necrosis, contrario a la induccion de apoptosis
por PAl descrita en estudios in vitro con células de leucemia y lineas
celulares transformadas como hela, adenocarcinoma mamario,
adenocarcinoma de colon y hepatoma, ademas de lo reportado in vivo
donde PA1 administrada a dosis tdxicas causa apoptosis en higado, rifion y

pulmon de ratones normales.

La presencia de necrosis en las células TC-1 en etapas tempranas puede
estar relacionada con la disminucién significativa del volumen tumoral e

incremento en la sobrevida de los ratones tratados.



5.3 PERSPECTIVAS

1.- Se sientan las bases para evaluar el efecto de dosis mayores de PAl en este

modelo murino

2.- Dilucidar el mecanismo de accién del efecto téxico selectivo de PAL.

3.- Investigar el efecto producido por la combinacion de PA1 con otros

antineoplésicos en el modelo empleado

4 .- Evaluar el efecto de PA1l sobre otras lineas tumorales asi como en otros

modelos.
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APENDICE A
A.1 Técnica histolégica.

1.- Obtener la muestra.

2.- Fijar con formalina al 4 %.

3.- Lavar en agua corriente.

4.- Deshidratar en alcoholes graduales del 60 al 100 %.
5.- Aclarar con xilol.

6.- Preincluir en parafina.

7.- Incluir en parafina.

8.- Obtener los cortes histolégicos usando un microtomo.
9.- Adherir los cortes en el bafio de flotacion.

10.- Desparafinar e hidratar.

11.- Tefir.

12.- Deshidratar y aclarar.

13.- Montar el cubre objetos afiadiendo resina sintética.

A.2 Técnica de tincién con Hematoxilinay Eosina (Hy E).

1.- Desparafinar los cortes con xilol por 5 min.

2.- Hidratar con etanol-xilol por 5 min.

3.- Hidratar con etanol absoluto y alcohol etilico 96° por 2 min c/u.
4.- Enjuagar lentamente con agua destilada.

5.- Sumergir los cortes en hematoxilina de Gill, 2 min.

6.- Enjuagar lentamente en agua de la llave (2 lavados).

7.- Sumergir rdpidamente en alcohol acido (1 inmersion).

8.- Enjuagar lentamente con agua de la llave (2 lavados).

9.- Sumergir rdpidamente en agua amoniacal (2 inmersiones).
10.- Enjuagar lentamente con agua de la llave (2 lavados).
11.- Enjuagar lentamente con agua destilada.

12.- Sumergir los cortes en eosina (6 inmersiones).

13.- Deshidratar con alcohol etilico 96° (2 cambios) 2 min c/u.
14.- Sumergir en etanol absoluto (2 cambios) 2 min c/u.

15.- Sumergir en etanol-xilol 3 min.

16.- Sumergir en xilol (2 cambios) 2 min c/u.

17.-Montar con resina sintética.

A.3 Técnica de tincidon con el método tricromico de Masson.
Fijar los tejidos con solucion de formalina al 4 %
Incluir en parafina

Usar cortes histolégicos de 5 pm.

1.- Desparafinar con xilol e hidratar pasando por alcohol 100 % 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.- Teidiir con la solucidén 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 tefiirse.

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

11.- Teiiir con la solucién de azul de anilina durante 15 seg (el tiempo depende de
la calidad y/o concentracion y tiempo de uso del reactivo).

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

13.- Pasar al 4cido acético por 1-2 min.

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.

A.4 Técnica histoquimica para la demostracion de polisacaridos complejos
con Acido Peryddico de Schiff (PAS) + diastasa.

Fijar los tejidos con solucion de formalina al 4 %
Incluir en parafina
Usar cortes histologicos de 5 pum.

1.- Desparafinar con xilol e hidratar pasando por alcohol 100 y agua destilada.
* Si se desea remover depésitos de glucégeno, incubar los cortes con
diastasa por 30 min. a 37 °C.
- Enjuagar en agua destilada 3 veces.
2.- Sumergir los cortes en la solucién del acido peryédico de 5 a 10 min.
3.- Enjuagar en agua destilada varias veces.
4.- Sumergir los cortes en el reactivo de Schiff por 20 min, revisar el color rosa
palido.
5.- Diferenciar los cortes en la solucién enjuagadura sulfurosa, 2 cambios 2 min
clu.
6.- Enjuagar en agua destilada.
7.- Contrastar con hematoxilina de Harris o de Gill por 1 a 2 min.
8.- Lavar en agua corriente.
9.- Decolorar ligeramente en alcohol &cido y lavar en agua corriente.
10.- Virar con agua amoniacal, lavar en agua corriente y enjuagar en agua
destilada.
11.- Deshidratar en alcoholes graduales hasta alcohol absoluto.
12.- Aclarar en xilol y montar en resina.



A.5 Método inmunohistoquimico para detectar la fragmentacion de la
cromatina utilizando la técnica de TUNEL.

Fijar los tejidos con solucion de formalina al 4 %
Incluir en parafina
Usar cortes histologicos de 6 pm.

I.- Desparafinar e hidratar:
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 1X, 2 cambios de 5 min c/u.
* Evitar que los cortes se sequen.

Il.- Instrucciones 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 pL de solucién de proteinasa K /muestra e 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 solucion bloqueadora por solo 5 min 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 reaccién de marcaje e incubar de 30
a 60 min. a 37 °C en cadmara humeda.
8.- Sumergir en buffer stop TDT 1 X, 5 min. a TA
9.- Lavar 2 veces en PBS 1X 2 min c/u a TA.
10.- Cubrir la muestra con 50 pL de solucion Strep-HRP e incubar 10 min. 37 °C
11.- Lavar 2 veces en PBS 1X 2 min c/u.
12.- Sumergir en solucion de DAB de 2 a 7 min.
13.- Lavar en varios cambios de agua desionizada 2 min c/u.

[ll.- Contratincion:
1.- Sumergir las muestras en agua desionizada por 2 min.
2.- Sumergir las muestras de 5 segundos a 5 min. en verde de metilo.
3.- Sumergir las muestras 10 veces en cada una de las siguientes soluciones:
- Agua desionizada.
- Etanol 70 %, 2 cambios.
- Etanol 95 %, 2 cambios.
- Etanol 100 %, 2 cambios.
- Xilol 2 cambios.
4.- Limpiar el exceso de xilol
5.- Montar y almacenar en oscuridad.



A.6 Método inmunohistoquimico para identificar las poblaciones de células
infiltrantes mononucleares.

Fijar los tejidos con solucion de formalina al 4 %
Incluir en parafina
Usar cortes histologicos de 4 pm.

1.- Desparafinar e hidratar los cortes en las siguientes soluciones:
e Xilol (2 cambios) 5 min.

e Etanol absoluto 3 min.

e Etanol 95 % 3 min.

e Etanol 70 % 3 min.

e Agua destilada 3 min.

e Solucidn Tris-buffer salino (TBS) 3 min.
2.- Recuperar los antigenos con solucion (TRS) 40 min. a 100 °C.
3.- Bloquear la peroxidasa enddgena con H,0, 3 % 5 min.
4.- Lavar en solucion buffer TBS 3-5 min.
5.- Afadir el anticuerpo primario 15-30 min.
6.- Lavar en TBS 3-5 min.
7.- Afadir el anticuerpo secundario 15 min.
8.- Lavar en TBS 3-5 min.
9.- Afadir la solucién de estreptavidina-HRP 15 min.
10.- Lavar en TBS 3-5 min.
11.- Revelar con soluciéon de sustrato-cromogeno 10 min.

CONTRATINCION:
1.- Lavar en agua destilada por 2 min (3 veces).
2.- Contrastar con hematoxilina de Harris o de Gill por 1 a 2 min.
3.- Lavar en agua corriente.
4.- Enjuagar en agua destilada.
5 Deshidratar gradualmente con:
- Etanol 70 %, 2 cambios.
- Etanol 95 %, 2 cambios.
- Etanol 100 %, 2 cambios.
- Xilol 2 cambios.
4.- Limpiar el exceso de xilol
5.- Montar y almacenar en oscuridad.

A.7 Técnica para microscopia electrénica.
1.- Fijar con solucién de Karnovsky-Ito a TA de 30 min a 1 hora.

2.- Lavar en buffer de cacodilatos 0.1 M pH 7.2- 7.4, 3 veces 5 min c/u.
3.- Postifijar en tetradéxido de osmio 2% en buffer de cacodilatos por 30 min.



4.- Lavar en buffer de cacodilatos 3 veces 5 min c/u.

5.- Sumergir en nitrato de uranilo 1% 30 min.

6.- Lavar en buffer de cacodilatos 3 veces 5 min c/u.

7.- Deshidratar con acetona 30%, 50%, 70%, 90% 5 min c/u.

8.- Deshidratar con acetona 100% 3 veces por 5 min c/u.

9.- Preincluir con acetona-resina epoxica 1:1 por 1 hora o toda la noche.

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

11.- Incluir en resina epoxica por 1 hr.

12.- Incubar los bloques de 12 a 72 hrs a 60°C para su polimerizacion.

A patrtir de los bloques se preparan dos tipos de cortes:

A) Semifinos: de aprox. 1 um de grosor, estos se montan en portaobjetos y se
tinen con azul de toluidina para su analisis mediante microscopia de luz.

B) Ultrafinos: de aprox. 100 nm de grosor y se contrastan con soluciones de
acetato de uranilo al 5% vy citrato de plomo al 0.4% para su analisis mediante
microscopia electrénica de transmision.




APENDICE B
SOLUCIONES:

B.1 ANALISIS MORFOLOGICO.

B.1.1 Solucién de formalina 4 %

* Para preparar 500 mL

Paraformaldehido 209
Agua destilada 450 mL
* Calentar a 60 °C por 30 minutos

B.1.2PBS 10X

* Para preparar 100 mL

NaCl 8.0g
KCl 0.20 g
Na,HPO, 1.44 g
KH,PO, 0.24g

Ajustar pHa 7.2
Almacenar a 4 °C.

B.1.3PBS 1X

* Para preparar 500 mL

PBS 10X 50 mL
Agua destilada 450 mL

AjustarpHa 7.2
Almacenar a 4 °C.

B. 1.4 Solucion fijadora de Karnovsky- Ito.

Solucion madre.
Paraformaldehido 16 g
Agua bidestilada 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 7.2-7.4
Glutaraldehido 25 %

Acido picrico

B. 1.5 Glutaraldehido 2.5 %

Glutaraldehido 25 %
Buffer de cacodilatos 0.1 M pH 7.2- 7.4

B. 1.6 Buffer de cacodilatos 0.1 M pH 7.2-7.4

Solucién A
Cacodilato de sodio
Agua destilada

Solucién B
Acido clorhidrico
Agua destilada

Solucién de trabajo
Soluciéon A
Solucién B

Aforar a 200 mL con agua destilada.
AjustarapH 7.2- 7.4

B. 1.7 Tetradxido de osmio 2 %

Tetradxido de osmio
Buffer de cacodilatos 0.1 M pH 7.2- 7.4

B 1.8 Nitrato de uranilo 1%

Nitrato de uranilo
Aforar a 100 mL con agua destilada

B. 1.9 Resina epd6xica

Se preparo resina epoxica de consistencia media

Resina

400 mL

400 mL
32mL

0.08 ¢

10 mL
90 mL

4289
100 mL

0.5mL
25 mL

100 mL
5.4mL

50 mL

1g

23.8 mL (29 g)



DDSA 16.0 mL(16 g)
NMA 11.5 mL (14.3 g)
DMP 30 1mL (1 g)

B. 1.10 Azul de toluidina 5 %

Borato de sodio (Borax) 50
Agua destilada 100 mL

* Calentar hasta que se disuelva completamente.

Azul de toluidina 19
* Afladir a la solucién de borato de sodio, agitar para disolver y después filtrar.

B. 1.11 Acetato de uranilo 5 %

Acetato de uranilo 05¢9
Alcohol etilico 50 % 10 mL

* Almacenar en refrigeracion y proteger de la luz con papel aluminio.

B. 1.12 Citrato de plomo 0.4 %

Citrato de plomo 0.04¢
Agua destilada 10 mL

Afadir unas gotas de hidréxido de sodio 1N hasta disolver.

B. 1.13 Hematoxilina de Gill.

Agua destilada 730 mL
Etilenglicol 250 mL
Hematoxilina anhidra (polvo) 209

* Si esta en cristales pesar 2.36 ¢
Yodato de sodio 0.2g
Sulfato de aluminio 176¢g
Acido acético glacial 2.0mL

* Para preparar se debe seguir el orden, agitar a TA por 1 hora, filtrar antes de
usar por primera vez.



B. 1.14 Eosina.

Solucién stock (concentrada):

Eosina amarillenta 10g
Agua destilada 20 mL
Alcohol del 96° 80 mL

Solucién de trabajo:

Tomar una parte de la solucion stock y agregar en tres partes de alcohol de 80 °C.
Antes de usar agregar 0.5 mL de &cido acético glacial, por cada 100 mL de
colorante preparado y agitar.

B. 1.15 Solucién de alcohol-acido.

Alcohol de 70° 99 mL
Acido Clorhidrico (HCI) 1mL

B. 1.16 Solucién de agua Amoniacal.

Agua destilada 99 mL
Hidroxido de Amonio 1mL

B. 1.17 Hematoxilina férrica de Weigert

Solucion A

Hematoxilina (anhidra) 19
Alcohol de 96° 100 mL
Solucion B

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

Solucion de trabajo:
Mezclar partes iguales de las soluciones A y B. (Debe renovarse periédicamente
dependiendo del uso y consistencia, precipita con el tiempo).

Solucién de Cloruro Férrico 29%
Cloruro férrico 145¢
Agua destilada 50 mL




B. 1.18 Solucidon de fucsina acida y escarlata de Biebrich.

Escarlata de Biebrich al 1 % 90 mL
Eucsina acidaal 1 % 10 mL
Acido acético glacial 1mL

* Solucion de escarlata de Biebrich

Escarlata de Biebrich 19
Agua destilada 100 mL
* Solucién de fucsina acida

Fucsina acida 19
Agua destilada 100 mL

B.1.19 Solucién de acidos fosfomolibdico vy fosfotlngstico.

Acido Fosfomolibdico 59
Acido Fosfotungstico. 59
Agua destilada 200 mL

B 1.20 Solucién de azul de anilina.

Azul de anilina 25¢g
Agua destilada 100 mL
Acido acético glacial 2 mL

B.1.21 Solucién acuosa de acido acético al 1%.

Acido acético glacial 1 mL
Agua destilada 99 mL

B. 1.22 Solucién fijadora de Bouin

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

B. 1.23 Solucién enjuagadura sulfurosa

Agua 300 mL
Ac. Clorhidrico 1 N 15 mL
Metabisulfito de Sodio 10 % 18 mL

B. 1.24 Solucién metabisulfito de sodio 10 %

Metabisulfito de Sodio 10 % 10g
Agua 100 mL



B. 2 INMUNOHISTOQUIMICA (TUNEL).
Se utilizé el kit TACS™ 2 TdT In situ Apoptosis Detection de Trevigen®

Las soluciones marcadas con * se deben preparar menos de 30 minutos antes de
usarse.

*B. 2.1 Solucidon de proteinasa K.

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

* B. 2.2 Solucién blogueadora:

Metanol 45 mL
Perdxido de hidrégeno 30% 5mL

B. 2.3 Solucion de buffer de marcaje TDT 1 X

- Diluir el buffer TDT 10 X utilizando agua destilada.

- Usar 50 mL de Buffer TDT 1 X para procesar de 1 a 10 muestras

- Separar una alicuota de 50 pyL/muestra para preparar la mezcla de reaccién de
marcaje (paso 7), y almacenar en hielo

*B. 2.4 Mezcla de reaccién de marcaje

- Descongelar la mezcla de TDT y dNTP a TA, mantener en hielo

(Para mantener la actividad 6ptima de la enzima saque del refrigerador el tubo de
la enzima solo el tiempo necesario para tomar el volumen).

- Mantener la mezcla de reaccion de marcaje en hielo.

- Preparar 50 pL/muestra de la siguiente manera:

2 muestras 4 muestras 10 muestras
Mezcla de TDT dNTP 2 uL 4 uL 10 pL
Stock catiénica 50 X 2 uL 4 uL 10 pL
Enzima TDT 2 uL 4 uL 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 TA.
- Usar 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 Solucién Strep-HRP

- Usar 50 pL Solucién Strep-HRP por muestra
- Almacenar la solucién a TA.
- Para preparar afiada:

2 muestras 4 muestras 10 muestras
PBS 1 X 100 pL 200 pL 500 pL
Strep-HRP 2 uL 4uL 10 pL

*B. 2.7 Solucién de DAB

- Descongelar la solucién de DAB a 37 °C. Almacenar a TA, NO en hielo ya que
precipita la solucién DAB.

- Preparar la solucion no mas de 30 minutos antes de usarla.

- Usar 50 mL de solucion DAB para procesar de 1 a 10 muestras.

- Para preparar afiada:

PBS 1 X 50 mL
DAB 250 pL
HzOz 30% 50 |J.L
DAB enhancer 25 uL

B. 2.8 Verde de metilo 1 %

- Listo para usar, puede ser reutilizado, almacenar en recipiente cerrado, si
precipita, filtre.

B. 2.9 CONTROL POSITIVO:

TACS-Nucleasay Buffer

Buffer de marcaje TDT 1X 50 pL
Mezcla de TDT dNTP 1L
Stock Cationica 50 X 1L

Enzima TDT 2 uL
TACS-Nucleasa 1L

B. 2.10 CONTROL NEGATIVO:

- Sustituir la enzima TDT de la mezcla por agua millig.
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