UNIVERSIDAD AUTONCMA CE NUEVQ LEON

FACULTAD DE MEDICINA

SFECTO DE LA PEROXISOMITINA A1 SOBRE
LA AUTOFAGIA DE PERTXISOMAS EN i°L
HIGADC DE MACACA FASCICULARIS EN UN
MODELC IN VITRO

Por:

QF 8 MARIA LETICIA MORENO MARTINE?

Como requisite parcial para obiensr !
Grado de DOCTOR EN CIENCIAS con
Especialidad en Morfologia

Agosto, 2000










UNIVERSIDAD AUTONOMA DE NUEVO LEON

FACULTAD DE MEDICINA

II.CIE rmun
AERITAV!S

EFECTO DE LA PEROXISOMICINA A1 SOBRE
LA AUTOFAGIA DE PEROXISOMAS EN EL
HIGADO DE MACACA FASCICULARIS EN UN
MODELO IN VITRO

Por:

QFB MARIA LETICIA MORENO MARTINEZ

Como requisito parcial para obtener el
Grado de DOCTOR EN CIENCIAS con
Especialidad en Morfologia

Agosto, 2000



EFECTO DE LA PEROXISOMICINA A1 SOBRE LA AUTOFAGIA DE
PEROXISOMAS EN EL HIGADO DE Macaca fascicularis
EN UN MODELO /n Vitro

Aprobacion de la Tesis:

/

M.CF’. Yy Ph,b. JULIO SEPULVEDA SAAVEDRA
Presidente

Dr. ren. nat. MY@mﬂ.’A MORENO SEPULVEDA
Secretario

T—Dred. ALFREDO PINEYRO LOPEZ
ter. Vocal

DRA. NOEMI WAKSMAN D/E TORRES
2do. Vocat—"

Dr. med. LOURDES GARZA OCANAS
er. Vocal

A
\

DR. ROBER ERCADO LONGORIA
Subdirgctor

de Investigacion y Estudios de Posgrado




“EFECTO DE LA PEROXISOMICINA A1 SOBRE LA AUTOFAGIA
DE PEROXISOMAS EN EL HIGADO DE MACACA

FASCICULARIS EN UN MODELO /N VITRO”,

Presentado por:

QFB MARIA LETICIA MORENO MARTINEZ

Este trabajo se realizé en los Departamentos de Histologia y de
Farmacologia y Toxicologia de la Facultad de Medicina,
Universidad Autonéma de Nuevo Leén, bajo la asesoria del Dr.
Julio Sepulveda Saavedra y la coasesoria de la Dra. Myrthala
Moreno Sepulveda.

FIRMAS
ESOR COASESORA
/
M.C.P. \"Ph. D. .(ULIO SEPULVEDA DRA. REN. NAT. MYRTHALA MORENO

SAAVEDRA SEPULVEDA

wan



DEDICATORIA

Con pletérico amor a mi familia que me ha tenido
siempre paciencia y comprension en mi decisién de
realizar estudios de posgrado

Para mi esposo Jesus Manuel Rodriguez Medina
Mi hija linda Leticia Maria Rodriguez Moreno
Mi pequeiiita Gloria Lisset Rodriguez Moreno

A ellos les debo gran parte del estimulo para continuar en la vida
superandome

Con sincera gratitud

Maria Leticia Moreno Martinez.

"m a!ma a[ dilar dn busca do /a

=

N\

i U@PJ&J diente piacer a/em:antmr/a )




AGRADECIMIENTOS

Para mi la gratitud es un sentimiento muy fuerte y poderoso que me permite corresponder por los
beneficios recibidos y debido a ellc siempre me es grato expresaria. Las palabras escritas aqui, quizad no
sean las mas elegantes y adecuadas para reflejar el impactc que ha tenido para mi log siguientes, en la
realizacién de mis estudios de posgrade.

Agradezco a Dios por darme la fortaleza necesaria para llegar hasta este punto de mi vida.

Agradezco a esos seres maravillosos, mis padres Gabriel y Celina, por todo lo que me han
brindado desinteresadamente y que me ha permitido desarrollarme personal y profesionalmente; mi
respeto, admiracion y amor a ellos.

Agradezco a mis hermanos y sus familias su carific y “las porras” que para mi tienen un
significado especial . Sencillamente gracias a Armando, Mercades, Gabriela y Celina.

Agradezco a los miembros del Posgrado de la Facultad de Mediclna de la Universidad
Auténoma de Nuevo Ledén {(UANL) el haberme aceptado como estudiante de su Programa
Doctoral, En general a todo su personal de los distintos Departamentos, gracias por su hospitalidad
y ayuda cuando asl la requerl.

Agadezco al Dr. Jesus Zacarias Villarreal Pérez, Director de la Facultad de Medicina, UANL y al
Dr. Ramdn Guajardo Quiroga, Secretario Académico de la UANL, su intervencion y apoyo para la
obtencion del premio monetario al mejor proyecto de Tesis de posgrado en el drea morfolégica, en
¢l afio de 1995. Una parte del trabajo experimental de esta Tesis se efectud gracias al soporte
financiero del mencionado premio.

Agradezco sinceramente al Dr. Julio Sepulveda Saavedra por aceptarme en su grupo de trabajo y
por su asesaoria indudablemente tan profesional y cientifica, lo que motivo en mi seguir su ejempio.
El haber sido estudiante del Doctorado con especialidad en Morfologia bajo su direccidn fue
particularmente formativo.

Agradezco a la Coasesora Dra. Myrthala Moreno Sepiilveda sus comentarios y ensefianzas
siempre precisos y objetivos, sin ello no hubiera sido posible la terminacion de mis estudios de
posgrado y de la presente Tesis. Es digno de resaltarse la responsabilidad con fa que la Coasesara
y el Asesor trabajaron para la edicion y terminacién de la presente Tesis.

Agradezco al Dr. Alfredo Pifleyro Lopez su experiencia profesional y sus acertados comentaros
para mejorar esta Tesis. La donacién de la toxina (peroxisomicina A1) y de los manos Macaca
fascicularis estuvo bajo su cargo y fue fundamental en \a elaboracién de mi trabajo experimental.

Agradezco a la Dra. Noemi Waksman de Torres sus valiosas observaciones y correcciones que
fuercn decisivas en la elaboracién del escrito de Tesis. Su visidn cientifica es ejemplar.

Agradezco a la Dra. Lourdes Garza Ocafias su paciencia y profesionalismo con la que revisé mi
manuscrito de Tesis y su amable intervencion respecto a ello. Siempre me alentd a seguir adelante.



Agradezco al Dr. Jestis Manuel Rodriguez Medina el haberme iniciado e inculcado el amar par ia
carrera cientlfica. Sin su apoyo y sus primeras ensefianzas no hubiera sido posible la culminacién
de mis estudios de Doctorado.

Agradezco 3 todos mis maestros 3 huella imborrable que dejaron en mi con sus ensefanzas,
profesionalismo y orientaciones.

Agradezco al QCB Victor A, Tamez Rodriguez por su ayuda tan importante en el manejo valiente
y experimentado de los monos Macaca fascicufans. Por su tiempo gracias.

Agradezco a todos mis comparieros del Doctorado su calidez y el haberme pemmitido compartir
con ellos nuestros ideales. El conocerlos fue muy placentero y me dio |a oportunidad de aprender
de mis errores para asi crecer juntos.

Agradezco a mi amiga Raquel G. Ballesteros Elizondo por haberme escuchado y confortada
cuando asl lo necesite. Sus conacimientos en el area histolégica que compartié conmigo fueron de
trascendencia para mi preparacidn académica.

Agradezco a todo el personal del Departamento de Histologia de |la Facultad de Medicina de 1a
Universidad Autdnoma de Nuevo Ledn a cargo del Dr. J. Sepdlveda por su colaboracion siempre
profesional y generosa, en especial a la QCB Rosa Maria Leal Gonzdlez y a la Sra. Nora Frias
Trejo por su ayuda en la preparacién de los cortes finps y a los Sres, Victor H. Judrez Morin y
Lorenzo A. Rada Castaiieda por la impresion del material fotografico, todo parte del trabajo
técnico de microscopia electronica. Al Dr. Fidencio Gutiérrez por su interés y cooperacion en fa
toma de algunas micrograflas elecirbnicas.

Agradezco al Consejo Nacional de Ciencia y Tecnclogia por la Beca de manutenclén con
registro 89884, otorgada para |a realizacion del Doctorade en Ciencias con especialidad en
Morfologia.

Agradezco a las autoridades da la Universidad Auténoma de San Luis Potosi (UASLP) su
apoyo Y facilidades al permitirme formar parte del programa de mejoramiento de profesores y asi
poder realizar mis estudios de posgrado, muy especialmente a la Dra. Beatriz J. Velasquez
Castillo directora de |2 Facultad de Medicina de esta Universidad por su intervencidn para que [0
anterior se pudiera consolidar y ademas asl obtener una Beca del sistema PROMEP, la cual fue
un estimulo econdmico muy importante y necesario para asl poder concluir la ultima parte del
frabajo experimental de la Tesis.

Agradezco al Dr. Jesiis M. Rodriguez Medina jefe del Laboratorio de Protelnas, Peptidos y
Regulacién de la Facultad de Medicina, UASLP, por las facilidades concedidas para la elaboracion
de algunas técnicas bioquimicas y a la QFB Lidia Margarita Barrios Compean, por su ayuda
técnica en la determinacion bicquimica de algunas de las enzimas presentadas en este trabajo. De
ella también valoro profundamente su compafierismo y amistad.

Agradezco a Mario A. Valdez sus acertados comentarios y conocimientos en el area de
computacion, me fueron muy Utiles.

Agradezco a mi hermano Ing. Armando Marena M. su paciencia, tiempo y colaboracion en la
impresion de esta Tesis. Sus conocimientos en computacién han sido muy provechosos para mi
actualizacion en esta area de vital importancia.

Para todos con sinceridad
Maria Leticia Moreno Martinez.

vi



TABLA DE CONTENIDO

Capltulo Pagina
1. INTRODUCCION 1
1.1 PEROXISOMICINA A1 1

1.2 PEROXISOMAS &
1.2.1 Generalidades 6
1.2.2 Morfologla peroxisomal 7

8
0
1

1.2.3 Funcién peroxisomal
1.2.3.1 Catalasa y tiolasa peroxisomales
1.2.3.2 Enfermedades peroxisomales

1.2.3.2.1 Recambio de peroxisomas en las

enfermedades peroxisomales ———————— 12

1.2.4 Biogénesis peroxisomal 12

1.3 PROCESO AUTOFAGICO LISOSOMAL 13
1.3.1 Autolisosomas: Morfologia y funcién 15
1.3.2 Inhibidores de la via autofagica lisosomal 15
1.3.3 Degradacion peroxisomal 16

1.4 ANALISIS DE LA DEGRADACION PERCXISOMAL 17
1.5 ANTECEDENTES EXPERIMENTALES DIRECTOS 18
1.6 HIPOTESIS DE TRABAJIO Y OBJETIVOS 20
1.6.1 Hipdtesis de trabajo 20
1.6.2 Objetivo general 20
1.8.3 Objetivos especificos 20

1.7 IMPORTANCIA 21
2. MATERIALES Y METCDOS 22
2.1 ORIGEN DE LOS REACTIVOS Y EL MATERIAL 22
2.2 MATERIAL BIOLOGICO 24

2.3 EQUIPO 24

vii



Capitulo
2.4 ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

2.4.1 Estandarizacion del cultivo de érgano y estudio piloto  —~——
2.4.2 Preparacion del animal y obtencién del higado
2.4.3 Cultivo de 6rgano de Macaca fasciculans
2.4.3.1 Integridad morfolégica y funcional de! higado
2.4.3.1-1 Tincién de Hematoxilina y Eosina (HE) —

2.4 3.1-2 Deteccitn de grasa por técnica histoquimica

del rojo oleoso
2.4.3.1-3 Deteccitn de glucdgeno por técnica

histoquimica de la reaccion del acido

peryddico de Schiff (PAS)
2.4.3.1-4 Ensayo de la actividad de tirosina

aminotransferasa (TAT)

2.4.3.2 Preparacion de los platos de cultivo con Gelfoam  ——
2.4.3.3 Obtencion de explantes de higado de 1 mm de graseor,
incubacién y recoleccién
2.4 4 Viabilidad del higado en el cultivo de 6rgano
2.4.4 1 Indicadores bioquimicos
2.4.4 1.-1 Induccién de tirosina aminotransferasa
{TAT) por glucagon
2.4.4.1-2 Ensayo de la actividad de lactato
deshidrocgenasa (LDH)
2.4.4.2 Indicadores morfolégicos para determinar la viabilidad
del higado en el cultiva de érgano
2.4.5 Estudios morfolégicos en los explantes de higado
cultivados

2.4.5.1 Técnica citoquimica para la deteccién de la actividad
de catalasa peroxisomal
2.4.5.2 Técnica citoquimica para la deteccion de la actividad

de fosfatasa acida lisosomal
2.4.5.3 Andlisis morfométrico con microscopia de luz
2.4.5.4 Andlisis morfométrico con microscopia electrdnica -
2.4.5.4.1 Determinacion de la fraccidn de volumen
del organelo por el Método de Weibel —-
2.4.6 Estudios bioquimicos en los explantes de higado

cultivados
2.4.6.1 Ensayo de la actividad de catalasa peroxisomal ——
2.4.6.2 Ensayo de la actividad de tiolasa peroxisomal
2.4,6.3 Ensayo de |a actividad de fosfatasa acida lisosomal

(FAc)
2.4 6.4 Ensayo de |a actividad de catepsina D lisosomal

(Catep D)
2.4.6.5 Determinacion de la concentracién de proteina

2.5 ANALISIS ESTADISTICO

3. RESULTADOS

3.1 ESTABLECIMIENTO DE LAS CONDICIONES OPTIMAS DEL
CULTIVQ DE ORGANO

viii

Pag.
25
26
27
27
28
29

29

29

30
31

3

35
36
36
36
37
37
38
38
39
39
40
40

41
42
43
44

a4



Capltulo Pég.
3.2 INTEGRIDAD MORFOLOGICA Y FUNCIONAL DEL HIGADO e 45

3.3 EVALUACION DE LA VIABILIDAD DE LOS EXPLANTES DE

HIGADO 48
3.3.1 Anélisis morfologico con microscopia de (uz 46
3.3.2 Andlisis bioquimico 46
3.3.2.1 Induccion de [a actividad de tirosina
aminotransferasa (TAT) 46
3.3.2.2 Liberacian de lactato deshidrogenasa (LDH) ————— 48
3.4 FRACCION DE VOLUMEN PEROXISOMAL EN PRESENCIA Y
AUSENCIA DE PA1 43
3.5 ACTIVIDAD ESPECIFICA DE DOS ENZIMAS PEROXISOMALES
EN PRESENCIA Y AUSENCIA DE PA1 50
3.6 ESTUDIO DE LA VIA AUTOFAGICA LISOSOMAL 52
3.6.1 Ultraestructura de los autolisosomas positivos para la reaccidn
citoquimica de fosfatasa acida (fosfatasa écida +) ——~——vy 52
3.6.2 Fraccidn de volumen de autolisosomas en presencia y
ausencia de PA1 53
3.6.3 Actividad especifica de dos enzimas lisosomales en presencia
y ausencia de PA1 53

3.7 CONTENIDO DE PEROXISOMAS Y DE MATERIAL CATALASA
POSITIVO, DENTRO DE AUTOFAGOSOMAS Y
AUTOLISOSOMAS RESPECTIVAMENTE, EN PRESENCIA Y
AUSENCIA DE PA1 55

3.7.1 Ultraestructura de los autofagosomas y autolisosomas 55
3.7.2 Fraccién de volumen de los autofagosomas y

autolisosomas 57

3.8 ESTUDIO MORFOMETRICO EN PRESENCIA Y AUSENCIA DE

PA1 Y DE INHIBIDORES DE LA VIA AUTOFAGICA
LISOSOMAL 59
3.8.1 Ultraestructura del hepatocito en presencia y ausencia de

PA1 y de inhibidores de la via autofagica lisosomal ——— 59
3.8.2 Fraccién de volumen peroxisomal en presencia y ausencia

de PA1 y de inhibidores de la via autofagica lisosocmal ——-—— 62

3.8.3 Fraccidn de volumen de los autofagosomas en presencia y
ausencia de PA1 y de inhibidores de la via autofagica
lisosomal 62
3.8.4 Fraccidn de volumen de los autolisoras en presencia y
ausencia de PA1 y de inhibidores de la via autofdgica
lisosomal 64

3.9 ESTUDIO BIOQUIMICO EN PRESENCIA Y AUSENCIA DE PA1
Y DE INHIBIDORES DE LA VIA AUTOFAGICA LISOSOMAL ———- 68
3.9.1 Actividad especifica de dos enzimas peroxisomales en
presencia y ausencia de PA1 y de inhibidores de Ja via
autofagica lisosomal 68

ix



Capitulo
3.9.2 Actividad especifica de dos enzimas lisosomales en presencia

y ausencia de PA1 y de inhibidores de la via autofagica
lisosomal

4. DISCUSION

5. CONCLUSIONES, PERSPECTIVAS Y CONTRIBUCIONES
5.1 CONCLUSIONES

5.2 PERSPECTIVAS

5.3 CONTRIBUCIONES

APENDICES

APENDICE A.. ESTUDIO PILOTO

A.1 OBJETIVQ DEL ESTUDIO PILOTO

A.2 ESTRATEGIA EXPERIMENTAL
A.2.1 Estandarizacion del cultivo de érgano

A.3. RESULTADOS
A.3.1 Integridad morfolégica y funcional del higado
A.3.1.1 Analisis morfologico con microscopia de luz
(ML)
A.3.1.2 Andlisis bioquimico
A 3.2 Viabilidad de los explantes de higade de los
cultivos de érgano, del estudio piloto
A.3.2.1 Analisis morfoldgico con microscopia de luz
(ML)
A.3.2.2 Andlisis bioquimico
A.3.2.2.1 Induccidn de la actividad de tirosina
aminotransferasa (TAT) see—eeesa—
A.3.2.2.2 Liberacion de lactato
deshidrogenasa (LDH) s—=eecemceer—
A.3.3 Evaluacién morfaldgica del efecto de PA1 sobre los
peroxisomas hepaticos de Macaca fascicularis por
medio de ML
A.3.4 Evaluacién morfoldgica del efecto de PA1 sobre los
lisosomas hepaticos de Macaca fascicufans con ML -
A.3.5 Andlisis morfométrico por ML, del efecto de PA1
sobre los peroxisomas hepéaticos de Macaca
fascicularis
A.3.6 Ultraestructura de los "peroxisomas hepaticos
aislados y agrupados” de Macaca fasciculans eeeeee—

X

Pég.

68

71

80
80
81
81

82
82
82
85
86

86
86

88

88
88

88
89

90
91

91
94



Capitula Pag.

APENDICE B. TABLA 1. Tincion con hematoxilina y eosina 85
TABLA 2. Técnica para la deteccidn de grasa por la tincién
del rojo oleoso O 95

TABLA 3. Técnica para la deteccién de glucogeno por la

tincion del 4cido periédico de Sciff (PAS) 96
TABLA 4. Método para determinar la actividad de tirosina

aminotransferasa 96
TABLA 5. Método para determinar la actividad de lactato

deshidrogenasa 97
TABLA 6. Técnica citoquimica para la deteccion de la

actividad de catalasa peroxisomal ———csemee—eo- 98
TABLA 7. Técnica citoguimica para |la deteccidn de |a

aclividad de fosfatasa acida lisosomal ~—— 99
TABLA 8. Ensayo bioguimico para determinar la actividad

de catalasa peroxisomal 100
TABLA 9. Ensayo bioquimico para determinar la actividad

de tiolasa peroxisomal 100
TABLA 10. Ensayo bioquimico para determinar la actividad

de fosfatasa acida lisosomal 101

TABLA 11. Técnica de Fiske-Subbarow para la
determinacion de fosfato inorganico see—eee—eee——o 102

Figura 35. Curva patrén de fosfato Fiske-Subbarow 102

TABLA 12. Ensayo bioquimico para determinar la actividad
de catepsina D lisosomal 103
Figura 36. Curva patrén de L-tirosina 103

TABLA 13. Método de Bradford para determinar la

concentracién de proteina 104
Figura 37. Curva patrén de proteinas Bradford ——————— 104
APENDICE C. Calculo de la actividad enzimatica 105
REFERENCIAS 110




LISTA DE TABLAS

TABLA Pagina

|  CULTIVO DE ORGANO: CARACTERISTICAS Y CONDICIONES
ESPECIFICAS EMPLEADAS PARA EL HIGADO DEL MONO MACACA

FASCICULARIS .oocversesoscssmsssssamssemseess sttt o 33
Il CULTIVO DE ORGANO PARA HIGADO DE MACACA
FASCICULARIS .vveseresssesesesseeseeessesssosss s sisssssesss e sssssssenes 44

Il CULTIVO DE ORGANO EN EL ESTUDIO PILOTO: CARACTERISTICAS
Y CONDICIONES ESPECIFICAS EMPLEADAS PARA EL HIGADO DEL

MONO MACACA FASCICULARIS ... e 85
IV ACTIVIDAD ESPECIFICA (U/mg PRQTEINA) DE TAT EN EL HIGADO
DE MACACA FASCICULARIS PREVIO AL CULTIVO DE ORGANQ ... gp

V. VIABILIDAD DEL HIGADO EN EL CULTIVO DE ORGANO. EFECTO DE
GLUCAGON Y DE PA1 SOBRE LA ACTIVIDAD ESPECIFICA DE
TIROSINA AMINOTRANSFERASA (TAT) A DIFERENTES TIEMPOS

DE CULTIVO oot eetee e e e e eeeeeesases e restsesessetesesssanmsessesarssesssesesesenees 89
V| VIABILIDAD DEL HIGADO EN EL CULTIVO DE ORGANO.
LIBERACION DE LDH EN PRESENCIA Y AUSENCIA DE PA1 A LOS
DIFERENTES TIEMPOS DE CULTIVO .ot seeee e eenmesaee s eneens 80

xii



LISTA DE FIGURAS

Figura Pagina

1. Estructura quimicade latoxina T 814 0 PAT ..o, 2
2. Diagrama de la via autofdgica lisosomal en donde se serialan los sitios de

blogqueo de algunos inhibidores especificos ... 14
3. Diagrama del marcaje con técnicas citoquimicas para el estudio de la

autofagia PErOXISOMAI .......civiiinieiierisnenriisiaeecersscnneeasrosneeesecannsesssancessssesnne 18
4. Resumen de la estrategia experimental, puntos mas relevantes (no se

incluye el estudio pilote y la estandarizacién de las técnicas) ..........cccceveene 25

5. Analisis morfométrico por microscopia electronica de transmision (MET)

como parte fundamental de la estrategia experimental. Fraccién de

VOIAMEN (V1) || |1 i G liviivssominsivmimsiiaissssssvemmvenorisessssassonivsas ssivsvisives savevossess ansans 26
6. Fundamento de las reacciones del método de Moreno de la Garza M.

y cols. derivado de Middleton B. para la determinacion de [a actividad de

tialasa PEPOXISOMBY, ...c.ocou ssssscios s fsnnnss olass MBhseoasasss faee Bhessos Mo sssnss b sossn 41
7. Efecto de glucagon (0.1 uM) y de PA1 (10 ng/ml) sobre la actividad

especifica de tirosina aminotransferasa (TAT) a 30, 60, 90 y 120 minutos

LIS U RN, S A SRS N USRS, B 47
8. Efecto de glucagan (0.1 uM), de PA1 (10 ug/ml), de tres inhibidores de la

via autofdgica lisosomal y de cada uno ds los inhibidores combinado con

PA1 sobre la actividad especifica de TAT, a 120 minutos de cultivo .......... 47
9. Liberacion de lactato deshidrogenasa (LDH) al medio de cultivo en

presencia y ausencia de PA1 (10 ug/ml) a 30, 60, 90 y 120 minutos de

oI AN RO A RN AR P AW I A R D E E D N 5 56 e N W S 48

1Q Liberacion de LDH al medio de cultivo, en presencia y ausencia de PA1
(10 ug/ml), de tres inhibidores de la via autofagica lisosomal y de cada

uno de los inhibidores combinado con PA1, a 120 minutos de cultivo ...... 49
11. Efecto de PA1 (10 ug/ml) a 30, 60, 90 y 120 minutos de cultivo sobre la
fraccion de volumen peraxiSomal .........ccccviieriicrminerecinonereniernines s 50

12. Efecto de PA1 (10 pg/ml) a 30, 60, 90 y 120 minutos de cultivo sobre |a

actividad especifica (U/mg proteina, %) de dos enzimas peroxisomales:

Catalasa y 3-0x0acil-COA tolasa ..........c.cvirvemiercrmrirsis e nnessnes 51
13. Explante de higado de Macaca fascicularis, mcubado por 60 minutos, con

10 pg/ml de PA1. Microscopia electrénica de transmision. Reaccién

citoquimica de fosfatasa ACida .........cueiiirineriin i saiean s 52
14, Efecto de PA1 (10 pg/ml) a 30, €0, 90 y 120 minutos de cultivo sobre la
fraccion de volumen lIBOSOMAl .......cciiiviirirrrerersimrmniniinssessneesearossessnenssrstnasns 53

15. Efecto de PA1 (10 pg/mi) a 30, 60, 90 y 120 minutos de cuitivo sobre la
actividad especifica de dos enzimas lisosomales: Catepsina D (U/mg
Proteina) y fosfatasa acida (U/mg Proteina, %) ......cccevvvvinninninnininnne i 54

xiii



Figura Pag.

16.

17.

18.

19.

20.

21,

22,

23.

24,

25.

26.

27.

28,
29.
30.

Explantes de higado de Macaca fascicular's, incubados can 10 pg/ml de

PA1 a 30, 60, 90 y 120 minutos. Microscapia electrénica de transmision.
Reaccidn citoquimica de catalasa ... 56
Explantes de higado de Macaca fasciculans. Autolisosomas fosfatasa acida
positivo y autolisosomas catalasa positivo. Microscopia electrénica de
transmision. Reacciones citoquimicas fosfatasa acida y catalasa ............... 57
Efecto de PA1 (10 pg/ml) a 30, 60, 90 y 120 minutos de cultivo sobre la

fraccién de volumen de: Autofagosomas catalasa positivo y autolisosomas
catalasa POSItIVO  .........cccveienenrererrnere e rscscrner s nnnesesssrersas s snnne s anssnanreessnns aen 58
Explantes de higado de Macaca fascicularis. Tiempo cero,e incubade

120 minutos en un cultivo de dérgano sin peroxisomicina A1. Microscopla
electrénica de transmisién. Reaccién citoquimica de catalasa ............c...... 60
Explantes de higado de Macaca fascicularis, incubados 120 minutes con

10 pug/ml de PA1, y con 10 pg/ml de PA1 y 5 mM de 3-metiladenina.

Microscopia electrénica de transmision, Reaccion citoquimica de

CALAIASA ...\.eeeeeccccirner s ccrerrrer e s e serreaa e retarre s e s n e r e s e s aas e s e eaesneeesananeesven vraaes 61
Explantes de higado de Macaca fasciculfaris, incubados 120 minutos con

5 mM de 3-metiladenina, con 10 mM de DL-asparagina, y con 10 mM de
metilamina. Microscopia electrénica de transmision. Reaccidn citoquimica

La Lot L= - T - PP 63
Efecto de PA1 (10 pg/ml) y de 3-metiladenina (§ mM) a 120 minutos de

cultivo sobre la fraccidn de volumen de: Autolisosomas fosfatasa acida

positivo, y peroxisomas, autofagosomas y autolisosomas catalasa

POSItIVO  ...heetir s deddeerrnonarsdmnnescsessrnncabansensss drassh seassnssensnsanthe sseesssaphensoesdnns s mess 65
Efecto de PA1 (10 pg/ml) y de DL-asparagina {10 mM) a 120 minutos de

cultivo sobre la fragcion de volumen de: Autolisosomas fosfatasa acida

positivo, y peroxisamas, autofagosomas y autelisosomas catalasa

PORIID L Vo37 sssiainenasassnsinioss Tt calbuasics s+ astiiinasons s 44545 > b s i 66
Efecto de PA1 {10 ug/ml) y de metilamina (10 mM) a 120 minutos de

cultivo sobre |a fraccidn de volumen de: Autolisosomas fosfatasa acida

positivo, ¥ peroxisomas, autofagosomas y autolisosomas catalasa

POSIHIVO  .vieiirereieanesiee s arrsrserrssneses e sersms e s ene e asme s a s sr e sameesaes nee e e arsns anansennnsnens 67
Efecto de PA1 (10 ug/ml) y de tres inhibidores de la via autofagica

lisosomal @ 120 minutos de cultivo, sobre la actividad especifica

(U/mg proteina, %) de dos enzimas peroxisomales: Catalasa y

3-0%0aCH-COA tIOIASE ...c.evieriirercrneerinrrennesscs et sencsuaesesenencesersesrnsesnnsasssnssne 69
Efecto de PA1 {10 ug/ml) y de tres inhibidores de la via autofagica

lisosomal a 120 minutos de cultivo, sobre la actividad especifica

(U/mg proteina, %) de dos enzimas lisosomales: Catepsina D y fosfatasa

- T o - L SO PO PO TR POT PR 70
Esquema del mecanismo propuesto, mediante el cual peroxisomicina A1

(PA1) disminuye el numero de peroxisomas en el hepatocito de Macaca

fascicularis, enun MOdeID M VIO . .nccnmvecsmsvinssissnsiivsvsissessasessioissivssnsss 78
Resumen de |a estrategia experimental del estudio piloto; puntos mas

FRIBVANDEE  covinsmummromnsonscommanennss cemsensonresmsane i ssssussvsanasss onmmerass sonEvssans SKISTREIAFLRSS 33
Anailisis morfométrico por microscopia de luz (ML) como parte fundamental

de la estrategia experimental del estudio piloto .........covveiiininieescimnce i, 84

Higado de Macaca fasciculans, en el tiempo cero. Tincidén de hematoxilina
y eosina (HE). Tincién del rojo oleoso O. Reaccion del acido peryodico de
Schift (PAS). Microscopia de [uz, campo CIAr0 ...........coveiveremmmeviiinanneeninins 87

Xiv



Figura

31. Explantes de higado de Macaca fascicularis, incubados por 2 horas. Cantral
sin peroxisomicina A1 y 10 ug/ml de peroxisomicina A1. Microscopia de
contraste de fases. Reaccidn citoquimica de catalasa ..........ccccocvevivrnenns

32. Efecto de varias concentraciones de peroxisomicina A1 (2.5, 5, 10y 20
ng/ml) sobre el nimero de peroxisomas aislados a 0.5, 1, 2y 3 horas de
cultivo de los explantes del higado de Macaca fascicularis . —

33. Efecto de varias concentraciones de peroxisomicina A1 (2.5, 5, 10y 20
ug/ml) sobre el numero de peroxisomas agrupados en racimos, a 0.5, 1, 2

y 3 horas de cultivo de los explantes del higado de Macaca fascicularis .....

34. Explantes de higado de Macaca fascicularis, incubados por 2 horas. Control
e incubado con 10 ug/ml de peroxisomicina A1. Microscopia elecironica de
transmision. Reaccion citoquimica de catalasa .............ccovcvcieiinieennnnn,

35. Curva patron de fosfato inorganico, método Fiske & Subbarow ..................

36. Curva patren de LtiPOBINA  .....cccevveeeeieeiierrcrenrarseeseseesnsrenseessaesannsesensessesensessns

37. Curva patrén de proteina, método de Bradford ........ccccccccevmirccvrennsireecssesss



ag
AGCML
al

ALD
Asn
ATP
BSA
c.v.

C/
Catep D
cb

cm’?
em’
CO,
CoA-SH
cols.
con/sin
Conc.

d
d/cultivo
DAB
DMSO
FAc

ABREVIATURAS Y SIMBOLOS

Porciento

Absortividad molar

Mas menos

Longitud de onda

Mayor o igual que
Cambio de absorbancia
Grados Celsius

Cambio de concentracion
Microgramo

Microlitro

Micrémetro

Micromolar

Micromol

Diferencia estadistica significativa con respecto al control
Menos

3-metiladenina
Absarbancia
Autofagosoma

Acido grago de cadena muy farga
Autolisosoma
Adrenocleucodistrofia
DL-asparagina

Adenosin trifosfato
Albumina sérica bovina
Coeficiente de variacidn
Can

Catepsina D

Canaliculo biliar
Centimetro cuadrado
Centimetro cubico
Bidxido de carbono
Coenzima A
Colaboradores

Con o sin

Concentracion

Espesor de [a cubeta (distancia que recorre el haz de [uz)
De cultive
Diaminobenzidina
Dimetilsulfoxido
Fosfatasa acida



H,S0,
Hank’s
HCI
HE

KCl
L-15
LDH

Mam.
MEM
mesh
MET
mg
min
mi
ML
mM
N
NAD*
NADH
nm

o]

plv
PA1
PAS
pH

r
RCDP
RE
pm
S/
SKL
t
T496, T514yT 544
TAT
Tris
U

viv
Wi

Gramo

Acido sulfurico

Soiucién fisioldgica de sales, de Hanks

Acido clorhldrico

Hematoxilina y eosina

Karwinskia

Cloruro de potasio

Kilogramo

Medio nutriente de Leibovitz

Lactato deshidrogenasa

Mitocondria

Metilamina

Medio nutriente Esencial Minimo de Eagle
Divisiones

Microscopio Electrénico de Transmisién
Miligramo

Minuto

Mililitro

Microscopia de luz

Milimolar

Normal

Dinucleétido de nicotinamida y adenina oxidado
Dinucleétido de nicotinamida y adenina reducido
Nanémetro

Peroxisoma

Peso/volumen

Peroxisomicina A1

Acido periddico de Schiff (reaccién)
Logaritmo negativo de la concentracién de iones hidrégeno
Coeficiente de ceorrelacion

Forma rizomélica de condredisplasia punctata
Reticulo endoplasmico

Revoluciones por minuto

Sin

Serina, lisina, leucina

Tiempo

Toxinas 496, 514 y 544 respectivamente
Tirosina aminotransferasa

Tris (hidroximetil) aminoetano

Unidades internacionales de actividad enzimatica
Volumen/volumen

Fraccién de volumen



RESUMEN
Maria Leticla Moreno Martinez Fecha de graduacién: Agosto del 2000

Universidad Autonoma de Nuevo Ledn
Facultad de Madicina

Titulo del Estudio: EFECTO DE LA PEROXISOMICINA A1
(PA1) SOBRE LA AUTOFAGIA DE
PEROXISOMAS EN EL HIGADO DE
MACACA FASCICULARIS EN UN

MODELC IN VITRO

Numero de paginas: 120 Candidata para el grado de Doctor en
Ciencias con especialidad en
Morfologia

Area de Estudio: Morfologia

Propdsito y Método del Estudio: A la T514 extralda de plantas del género karwinskia, por su
efecto selectivo sabre losg peroxisomas se le ha denominado peroxisomicina A1 {(PA1). La PA1
es una antracenona dimérica, considerada como un potencial medicamento antineoplasico.
En estudios previos se ha demostrade una disminucidén del numero de peroxisomas en el
higado de ratas, ratones y monos, que recibieron una dosis letal de PA1. En levaduras
metilotréficas, por efecto de PA1, se demostrd un dafio selectivo e imeversible en Ia
membrana peroxisomal y la degradacion de los peroxisomas dafiados en la vacuola
autofégica de estas células. En los mamiferos, la via autofégica lisosomal incluye una serie de
pasos para la formacion de vesiculas: prelisosomas, autofagosomas y autolisosomas. Es
posible detener experimentaimente este proceso en distintos puntos, ya que se conocen
inhibidores especificos con diferentes mecanismos de accién. El propésito del presents
trabajo fue evaluar si la PA1 estimula la v(a autofdgica- lisosomal e induce la degradacion de
peroxisomas y analizar qué sucede cuando esta estimulacidn ocasionada por la PA1, es
bloqueada por inhibidores especificos de la via. Se utilizaron explantes hepaticos de Macaca
fascicuianis en cultivo de 6rgano, ¥y en ellos se efectuaron andlisis morfolégicos
{morfométricas) y biequimicos del peroxisoma y de la via autofagica-lisosamal.

Conclusiones y Contribuciones: En los explantes hepaticos incubades con PA1 se demostrd
que 8l numere de peroxisomas disminuyd, debido a que se degradaron estos organelos por la
vla autofagica-lisosomal. Como consecuencia de la degradacién peroxisomal se encontrd
disminuida la actividad de las enzimas peroxisomales catalasa y 3-oxo-acil-CoA tiolasa. La
actividad de |as enzimas lisosomales catepsina D y fosfatasa acida aumentd por efecto de
PA1 debido a la estimulacién de la via autcfagica-lisosomal. Dicha estimulacion fue inhibida
por 3-metiladenina, DL-asparagina y metilamina, inhibidores de la via. Con esta evidencia se
acepta la hipdtesis de itrabajo propuesta. El presente estudio contribuye a esclarecer el
mecanismo de accién de PA1 y sugiere la posibilidad de utilizar a estos inhibidores de la via
autofagica lisosomal en el animal completo para bloquear el efecto de PA1.
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CAPITULO 1

INTRODUCCION

1.1 PEROXISOMICINA A1.

El género Karwinskia pertenece a la familia Rhamnaceae y esta constituido por
arbustos y arboles pequertos que crecen en zonas tropicales y en areas desérticas. Se
han descrito 15 especies diferentes del género Karwinskia, de las cuales 12 especies
distintas se encuentran en Méxica', sienda la mas comuin por su extension territorial la
Karwinskia humboldtiana. Seguln reportes médicos?’, aproximadamente a los 15
dias posteriores a la ingestion del frutc de estas plantas del género Karwinskia, se
presentan manifestaciones clinicas como polineurcpatia progresiva, caracterizada por
paralisis simétrica ascendente, la cual puede terminar en muerte por parg respiraterio.
Algunos de los sindromes paraliticos, como el de Guillian-Barre, la poliomielitis y otras
neuropatias periféricas presentan un cuadre clinico similar al causado por eslas
plantas. Francisco Xavier Clavijerc en su obra “Historia de la Antigua ¢ Baja
California™, describié por primera vez a la K. humboidtiana dentro de las plantas
nocivas y extravagantes encontradas por los jesuitas en Baja California a finales del
siglo XVIIl. Esta planta se encuentra distribuida practicamente en todo el terrnitorio
mexicano, en el Suroeste de los Estados Unidos de Norteamérica y en parte de Centro
América. Su fruto es del tamafio de un garbanzo, verde en sus inicios y de un color
negro en la madurez, cuyo mesocarpio dulce e inocuo protege a una semilla de alta
capacidad téxica para mamiferos, incluido al humano'***,

En 1975 Dreyer y Col."' aislaron del endocarpioc de la Karwinskia
humboldtiana, cuatro compuestos responsables de las propiedades tdxicas de dicha
planta, les cuales fueron identificados como antracenonas dimeéricas. Estas toxinas



fueron dencminadas de acuerdo a su peso molecular como: T 496, T 514, T 516 y
T 544. En la figura 1 se muestra la estructura quimica de la T 514.

En 1981, en el Departamento de Farmacologia y Toxicologia de la Facultad de
Medicina de la Universidad Autonoma de Nuevo Leén se inicid una linea de
investigacién, dirigida tanto al estudio de la actividad bioldgica de los compuestos
antracenénicos aislados de diferentes especies del género Karwinskia, asi como
también a la caracterizacién morfoldgica y funcional de la planta mantenida tantc en
condiciones de invernadero como en cultive in vitro'’. Los cempuestos
antracenénicos antes mencionados, se han aislado y purificado de acuerdo al metodo

L13

descrito par Guerrero y col. °, el cual es una moadificacién del métode utilizado por

Dreyer y col.'!.

Waksman vy col. estudiaron 10 especies de plantas del género Karwinskia.
Estas son toxicas, se caracterizan por poseer compuestos antracendnicos y su
toxicidad se asemeja cualitativamente a la intoxicacion aguda por Karwinskia
humboldtiana'. Ademas, aislaron de la planta Karwinskia parvifolia un compuesto de
estructura quimica planar idéntica a la T 514'°, pero con diferente configuracian
espacial, por lo que fue identificado como un diastercisémero de la T 514, y otro
isdmero de posicién (T iso514) de la Karwinskia humboldtiana®®. Finalmente, de la
Karwinskia affin humbaldtiana se aisé la T 510"

ANTRACENONA
DIMERICA DEL
FRUTO DE
Karwinskia
humbeoidtiana

PEROXISOMICINA A1 (PA1)

Figura 1. Estructura quimica de la toxina T 514 0 PA1.



En los estudios de Bermudez y cols.'® con animales intoxicados con T 514 se
establecid que los 6rgancs blanco de esta toxina son: higado, rifidn y pulmén. La
evidencia de la mayoria de los dafios causados a estos drganaos, tanto clinica como
histopatalogicamente, fue demostrada en varias especies de animales de

experimentacién como en algunos roedores™'* iy

, Y en primates cecmo el Macacao
Por ofro lado, en el humano® sélo se obtuvo evidencia clinica del dafio causado a
estos tres organcs. Con respecto a la actividad biolégica de otras toxinas de
K. humboldtiana se comprobd que: la T 544 es responsable del efecto neurolégico
periférico y por lo tanto de (a parélisis y la T 496 produce diarrea cuando se administra
por via ora>'®",

De acuerdo a los autores mencionados en el parrafo anterior, la T §14 produce
en el higado, dependiendo de la dosis, necrosis centrolobulillar y esteatosis, que es
una infiltracién grasa en los hepatocitos'’'®. La lesién mas notable encontrada en
hepatocitos en etapas tardias de animales intoxicados experimentalmente con T 514,
es la excesiva acumulacion de lipidos intracelulares 82 Las causas probables que
explican la excesiva acumulacion de lipidos y que se han sugerido para algunas otras
drogas hepatotdxicas son: dafic en membranas y/o dafio a las proteinas intracelulares
transportadoras de lpido®. Sin embargo, también se ha indicado, que puede ser
causado por el dafio a los peroxisomas, lo cual produce trastomos en el metabolismo
de los lipidos, ya que la degradacion de 4cidos grasos de cadena larga ocurre en estos
organelos®®, Por lo que, una o varias de estas posibilidades que explican la
acumulacion de lipidos intracelulares en el hepatocito ¥ que como ya se menciond, se
han demostrado para otras drogas hepatotéxicas, pudieran ser también aplicadas para

elcasodela T 514,

Con el propésito de comparar la citotoxicidad de las toxinas T 514 y T £44 de
K. humboldtiana bajo condiciones in vivo e in vitro, Garza y cols. efectuaron estudios
en cultivos de células de piel y de hepatocitos. Los efectos de la T 514, en general,
coincidieron con lo descrito in vivo; la T 514 causa mayor citotoxicidad hepatica in vitro
que la T 5447, Por ofra parte, también se analizaron los efectos del diasteraisémero
de la T-514, demostrandose que en hepatocitos, in vitro, la toxicidad de este
compuesto es muy similar a la de T 514%. En contraste, Martinez F.J. y cols.%,



demostraron que en candiciones in vivo, la toxicidad hepatica causada porla T £14 es
mucho mayor que |la producida por su diasteroisémera.

Se han realizado diversos estudios para conocer los efectos in vitro de la
T 514. Se demostrd que la T 514 ejerce un efecto inhibiforic sobre la lipidoperoxidacién
microsomal hepética estimufada por Fe**-ADP y NADPH ¥, por lo que se sugirié una
posible capacidad de esta droga para formar quelatos con el hierro y por lo tanto, una
actividad antioxidante in vitro. La T 514 fue identificada como un inhibidor no
competitiva de la catalasa in vitro®'. En ofros estudios se demostrd, dafio mitocondrial
en las células epiteliales de los tubulos contorneados proximales del rifidn causado por
la T 514%, A nivel ultraestructural, en mitocondrias se demostrd: aumento de velumen,
pérdida de la matriz y destruccion de! organelo por la via autofagica lisosomal.

Pineyro, en su Tesis Doctoral”’, describio por primera vez la toxicidad selectiva
de la T 514 sobre algunas lineas celulares tumorales humanas de higado, pulmén y
colon, ya que su curva de letalidad dosis-respuesta presentd una forma
particularmente empinada, significando esto ultima una variacion biolégica estrecha®™
* Este hallazgo ha sido confirmado por investigadores de las Universidades de Berlin
y Freiburg (Alemania) y recientemente en el Instituto Nacional de Cancer (EUA). Lo
anterior ha molivado que en les Ultimos afios se intensifiquen los estudios
encaminades a establecer a la T §14 como un posible agente antineoplasico, y se
ha obtenido una patente para su utilizacién, la cual fue otorgada primero por la
Camunidad Economica Europea”, ¥ posteriormente por los EUA”, 4 Japén”‘

Estudios bioguimicos realizados por Moreno y cols.*, demostraron gue la T 514
es un inhibidor no competitive de la catalasa hepética de tres fuentes animales (raton,
res y perro), bajo condiciones in vitro, Se analizé el efecto tanto de T 514 como de
otros compuestos antracenénicos aislados y purificados de especies del génere
Karwinskia. En este estudio se encontré una relacidén estrecha entre la estructura de
estos compuestos antracendnicos y el grado de inhibicion de la catalasa,
demostrandose ademas que todos los compuestos analizados fueron mas potentes
inhibidores de la catalasa in vifro que el aminotriazol, €l cual es un inhibidor de la
actividad de catalasa in vivo, Posteriormente, estudios llevados a cabo por Moreno y
cols.®, demostraron, tantc por métodos bioquimicos come histoquimicos, que la T 514



no es capaz de inhibir a la catalasa hepalica. Estos estudios fueron efectuados, tanto
en cortes de tejido hepatico incubados con toxina (in situ) como en cortes de tejido y
en fracciones hepaticas provenientes de ratones intoxicades con T §14 (in vivo). Per lo
tanto, se concluyd que la T 514 inhibe la actividad de catalasa in vitro (cuando se
encuentra la enzima purificada) y no bajo condiciones in vivo, cuando la catalasa se
encuentra dentro del peroxisoma.

Con todos los antecedentes ya descritos, se desprende la importancia y la
necesidad de conocer el mecanismo de accién de T 514. Especificamente, a partir de
las observaciones de la infiltracidn grasa del higado producida por la T 514, en los
vltimos afios se han realizado diversos estudios morfologicos coma bioquimicos
encaminados a obtener informacién acerca de su mecanismo de accion. El presente
trabajo forma parte de ellos. Estudios morfoldgicos realizados por Sepulveda y cols.,
establecieron que la T 5§14 causa una disminucién marcada del nimero de
peroxisomas en hepatocitos, de ratas Wistar’’ y de monos Macaca fascicularis®
intoxicados experimentalmente con la toxina. Ademas, en esta ultima especie, a nivel
ultraestructural se encontraron imagenes sugestivas de autofagia peroxisomal. A raiz
de estos estudios, se sugirio la relacién que pudiera existir entre la funciéon peroxisomal
ylaT 514,

Las levaduras metilotréficas pueden utilizar el metanol como unica fuente de
carbono y en ellas se induce la proliferacion peroxisomal debido a que la matriz
peroxisomal contiene las enzimas que catalizan las reacciones iniciales del
catabolismo del metanol. Estas enzimas son: la alcohol oxidasa, la dihidroxiacetona
sintasa y la catalasa*'™. Estudios realizados por Sepllveda y cols., en Candida
boidinii y Hansenula polymortpha, demostraron que la T 514 causa, a dosis no lefales,
un dafno selectivo e irrversible sobre los peroxisomas. Este daifio se observa a nivel
ultraestructural, como una interrupcion de la continuidad de la membrana peroxisomal.
Ellos observaron también la presencia ¢e |a alcchol oxidasa peroxisomal dentro de la
vacuola autofagica, por medio de anticuerpos anti-alcohol oxidasa conjugados con cora
coloidal. Lo anterior sugiere la degradacién de los peroxisomas dafiados por medic de
autofagia. En este mismo estudic se encontrd que, la actividad de la alcohal oxidasa y
de la catalasa, no fue modificada porla T 514.



El efecto selectivo sobre la membrana peroxisomal de levaduras metilotréficas,
sugirié que el peroxisoma fuera el organelo blanco. Debido a esto se renombré a ia
toxina T 514 como peroxisomicina A1 (PA1). lgualmente, se renombraron sus
isémeros espaciales con nimeros progresivos. En el caso de los isdmeros de posicion
se antepone el prefijo iso-, al nombre de peroxisomicina A1.

En base a los hallazgos obtenidos sobre el mecanismo de accion de PA1, se
considera al peroxisoma como organelo blanco de esta toxina, tante en levaduras
como en hepatocitos de ratas y de monos.

1.2 PEROXISONMAS

1.2.1 Generalidades.

En 1954 Rhodin describié por primera vez en las células renales (tubulo
contorneado proximal) del ratdn, un organelo de aproximadamente 0.2 a 1 ym de
diametro. Este organelo fue denominado como microcuerpo, debido a que no se

conocia su actividad bioquimica***.

Posteriormente se le did el nombre de
peroxisoma por de Duve y Baudhuin para definirlo como un organelo subcelular que
contenia al menos una oxidasa para formar peroxido de hidrdgena y cafalasa para
degradaﬂo". En este mecanismo de formacion de peréxido de hidrégeno que sucede
en el peroxisoma, estdn involucradas un grupo de oxidasas que ulfizan el oxigena
molecular y que actuan sobre diversos substratos. A este sistema se le conoce como
“via respirataria peroxisomal"?® 4847,

Existen organelos semejantes a los peroxisomas, que en forma general se
denominan microcuerpos, pero de acuerda a sus caracteristicas metabélicas y
morfolégicas reciben un nombre distintivo y se han encontrado filogenéticamente en
diferentes organismos*®*'. microperoxisomas en células de mamifero (de formas
esférica o elongada con diametros de 0.15 a 0.25 um), probablemente encargados del
metabolismo de grasas y esteroides, y también han sido considerados como

segmentos de coneccién tubular de un reticulo peroxisomal®*¥*%; peroxisomas de



fevaduras, son organelos que se adaptan a los requerimientos metabdlicos paor la
inducibilidad de sus enzimas involucradas en diversos procesos metabdlicos. El cultivo
de estas células en hidrocarburos de cadena larga, en metanol, 0 en una variedad de
substratos nitrogenados, da por resultado o produce una proliferacién peroxisomal ™;
glioxisomas en semillas gemmninativas y peroxisomas de hojas verdes involucrados en
la fotorespiracién y metabolismo energético de la planta, aunque el ciclo del glioxalato
es la caracteristica bicquimica del glioxisoma®®®: glicosomas en algunos parasitos
protozoarios contienen la mayoria de las enzimas glucoliticas™; hidrogenosomas en
algunos protozoanos pardsitos carentes de mitocondrias, poseen la capacidad de
axidar el piruvalo a biéxide de carbong y acetato, lo cual es acoplado a la produccion

de ATPY.

En sintesis, el contenido enzimatico de los peroxisomas puede variar de
especie a especie y dentro de una misma especie, de tejido a tejido, en donde se

realizan tanto procesos axidativos como biosintéticos %,

1.2.2 Morfologia peroxisomal.

Los peroxisomas de mamiferos son abundantes principalmente en los
hepatocilos y en fas células del tubulo proximal del rifién, pero también se han descrito
practicamente en fodas las células y tejidos de animales vertebrados, con excepcian
de los eritrocitos maduros®*"*, La mayoria de los hepatocitos, dependiendo de la
especie, contienen entre 400 a 1000 peroxisomas, que ocupan cerca de un 2% del
volumen celular™®, Estos organelos, son esféricos o ligeramente elipsoides de 0.3 a

0.8 um de didmetro**" %!

, Siendo este tamano el reportado para las células de
higado y riidn, y similar para algunos otros tejides. Sin embargo como su tamafio
exhibe un amplio rango, se ha reportado en general que los peroxisomas tienen un
didmetro de 0.1 a 1.5 pm®'. Estdn rodeados por una membrana (4.5 a 8 nm de grosor)
que es mas delgada que las membranas lisocsomal y plasmatica®®4 9051908 | g
membrana peroxisomal es altamente permeable a moléculas pequefias tales como
sacarosa, substratos enzimaticos e iones organicos, ademas es mas resistente a la

ruptura por digitonina, en comparacién con otras membranas intracelulares*® "%,



La matriz peroxisamal se describe con una ultraestructura moderamente
electrodensa, finamente granular y posee un cierto grado de organizacién estructural
debido a que sus enzimas no se distribuyen uniformemente, Esta organizacidn
estructural depende de la especie, y en algunas especies, por lo tanto, permite la
identificacion mas facil del peroxisoma por parametros morfoldgicos (MET), ya que
pueden contener un "nlicleo cristaloide o nucleoide"*®**5'% pgr ejemplo, la
composicion del cristaloide de los peroxisomas de higado de rata es de urato

oxidasa®**®, y el de algunas levaduras metilotéficas de alcohol oxidasa®"®

. El mono y
el humano no poseen en el higado estos cristaloides , ya que carecen de esas
enzimas peroxisomales® ™%, Sin embargo excepciones a lo anterior son: los
peroxisomas de rifion en la rata y en el humano, que contienen estructuras nuclecides
sin poseer actividad de urato oxidasa, y en algunos vertebrados no mamiferos tienen
altos niveles de esta enzima en el higado pero sus peroxisomas ne muestran un alto
numero de nucleos cristaloides. La actividad de urato oxidasa, se encuentra tanto en la
matriz peroxisomal como en el nucleoide. También se ha reportado xantina oxidasa en

algunos nucleoides peroxisomales®'.

Por otra parte, en células renales del conejo, def perro, y de especies de
bovinos y de primales incluyenda al humano, existe Ja placa marginal‘, que es una
estructura electrodensa, aplanada, localizada en la periferia de! peroxisoma adyacente
a su membrana y compuesta de L-o-hidroxiacido oxidasa B*'%®® Egta estructura
también se ha descrito en los peroxisomas del epitelio sintetizante de lipidos del perro
¥ en los hepatocitos del humang®,

1.2.3 Funcion peroxisomal.

El estudio de la funcidn peroxisomal se ha intensificado en los Ultimos afios.
Esto se debe a que normaimente mas de 60 reacciones enzimaticas distintas se llevan
a cabo en los peroxisomas, por lo que en el humano, las alteraciones de ia funcién
peroxisomal se manifiestan en efectos clinicos profundos que involucran a casi todos



los érganos y siempre al sistema nervioso*®**%*7!, Por otro lado, se ha descrito que
8,72

células de algunos tumores malignos poseen un nUMero escaso de peroxisomas

Debido a que los peroxisomas se encuentran ampliamente distribuidos en
células eucariotes, sus funciones son muy diversas. Estas incluyen, entre otras,
procesos de fotorespiracién en plantas, biosintesis de penicilina en hongos
flamentosos, metabalismo de compuestos de un atormo de carbono en levaduras y

metabolismo del colesterol en mamiferos 4377,

Las funciones principales del peroxisoma en células de mamifero
S0 n(a.lﬁ, 58,89.75:
1. Metabolisma del peroxido de hidrégeno
2. p-oxidacion de acidos grasos de cadena larga y cadena muy larga (AGCML),
de acidos dicarboxilicos, de acidos grasos de cadena ramificada, de acidos
grasos insaturados, de metabolitos del acido araquidénico y de algunos
compuestos xenobiéticos
. a-oxidacién de acide fitanico y de algunos compuestos xenobidticos
. Biosintesis de éleres lipidicos como los plasmaldgenos
. Algunas reacciones del metabolismo del colesterol y el dolical

. Biosintesis de acidos biliares

~N O O AW

. Algunas reacciones de la gluconeogénesis, catabolismo de bases puricas y
catabelismo de las poliaminas

8. Metabolismo def glioxalato

9. Destoxificacidn del etanal, en exceso de éste.

Al igual que en las levaduras, en los mamiferos se ha descrite (a capacidad que
lienen los peroxisomas de proliferar y de modificar su composicidn enzimética en
respuesta a diferentes factores ambientales®™ . Por ejemplo, en hepatocitos de ratas
tratadas con clofibrato (etil-p-paraclorofencoxi-isobutirato, droga hipolipidémica), se ha
observado que los peroxisomas ocupan hasta un 10% del volumen celular y en el
homogenizado del higado de estos animales, se encontré un aumento aproximado de
2 veces la actividad de catalasa peroxisomal, mientras que la actividad enzimatica de
la B-oxidacién incrementd en aproximadamente 10 a 20 veces’. Algunos ejemplos de
olros factores que estimulan la proliferacién peroxisomal, ademas del clofibrata y
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compuestos analogos, san: dregas no relacionadas estructuraimente con el clofibrato,
pera que poseen un residuo hidrofdbica y una funcién dcida, como son aspirina,
clorpromazina, gemfibrozil, entre otros compuestos, condiciones fisiolégicas como una
dieta alta en grasa y alta en fitol, ayuno, deficiencia de vitamina E, hipertiroidismo,
adaptacion al frio, y por ultimo, algunos contaminantes ambientales, como plasticidas,
herbicidas, insecticidas, entre otros® """, Se ha propuesto un mecanismo de un
‘receptor de la superfamilia de ligandos esteroideos” para mediar la respuesta de los
proliferadores peroxisomales, La exposicion prolongada a los proliferadores
peroxisomales en roedores, promueve la formacién de carcinomas hepatocelulares,
aparentemente debido al “estrés oxidative”™ causado por la produccién elevada de
peréxido de hidrégeno, y el dafio al DNA por este agente toxico™ .

1.2.3.1 Catalasa y tiolasa peroxisomales.

A pesar de la diversidad metabdlica que muestran los peraxisomas, ciertas
reacciones enzimaticas (rutas metabdlicas) son una caracteristica que permite su
identificacién: oxidasas productoras de perdxido de hidrégeno y catalasa, p-oxidacion
de acidos grasos de cadena larga y compuestos relacionados, algunas reacciones de
la biosintesis de eteres lipidicos y gluconeogénesis®.

Catalasa es una enzima que ocupa mas del 40% de la proteina total del
peroxisoma’®, consiste de 4 subunidades (60 kDa cada una) y se han descrito
multiples formas de la enzima en mamiferas®. El estado activo de Ja catalasa es en

forma de un tetramero glucosilado®* Rl

, ¥ tiene como grupo prostético al hemo
Dependiendo de las condiciones del medio, la catalasa lleva a cabo las siguientes

reacciones.

Reaccién catalitica: H;0; + H;0; 5 2H,0+0;
Reaccion peroxidativa H;0;+RH; - 2H, 0 +R

Ambas reacciones se inician con la formacién de un complejo primario entre el
perdxido de hidrdgeno y el hierro del hemo, éste reacciona con ofra molécula, ya sea
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de peréxido de hidrégeno para ia reaccidn catalitica, o con un donador de hidrogeno
para la reaccion peroxidativa. El donador de hidrégeno (R) para la reaccidn puede
variar ampliamente e incluye compuestos tales como fenoles, alcoholes, formato,

nitritos y algunas aminas primarias®'5*%423,

La 3-Cetoacil-CoA tiolasa peroxisomal, en su forma activa, es un dimera de
subunidades idénticas, con un pese malecular aproximado de 80-90 kDa. Participa en
la ditima reaccion del ciclo de la f-oxidacion peroxisomal, la cual tiene varias
diferencias con la mitocondrial**** ™ _Existen diferencias en estructura y propiedades
cinéticas, entre las tiolasas mitocondrial y peroxisomal®"®*, La enzima peroxisomal es
activa hacia substratos con 6-12 4tomos de carbono™.

La reaccién catalizada por la 3-Cetoacil-CoA tiolasa peroxisomal es la siguiente:

R-CO-CH;-CO-SCoA + CoASH —» R-CO-SCoA + CH3-CO-SCoA
3-Cetoacil-CoA CoA Acil-CoA Acetil-CoA

Donde R = 6-12 atomos de carbona, que provienen de un acido graso de 18-22 alomos
de carbono.

1.2.3.2 Enfermedades peroxisomales.

Se han descrito por lo menos 16 diferentes enfermedades peroxisomales, la
mayoria de ellas hereditarias y letales***'"'** Estos padecimientos involucran ya
sea un defecto en la biogénesis del peroxisoma con disminucién o ausencia
total de peroxisomas, o la deficiencia (la mayoria por mutacién) de una o mas
enzimas peroxisomales, aunque los peroxisomas ss encuentren presentes e
intactos*®®"7'®¥  Como ejemplos representativos de estos dos grupos de
padecimientos, se incluyen: el sindrome de Zellweger o sindrome cerebrohepatarenal,
la enfermedad infanti de Refsum, Acatalasemia, la forma rizomélica de

condrodisplasia punctata, la Adrencleucodistrofia neonatal y la ligada a X.
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Algunos de estos padecimientos también se han clasificado como desérdenes
peroxisomales generalizados, por ejemplo el sindrome de Zellweger, que es el
desorden peroxisomal mas caracterizade®""** en donde se presentan
anormalidades bioquimicas predominantes como son defectos en la biosintesis de
plasmaldgenos, metabolismo del &cido pipecdlico, bicsintesis da 4cides biliares y

oxidacién de 4cidos grasos de cadena muy larga.

1.2.3.2.1 Recambio de peroxisomas en las enfermedades peroxisomales,

Aunque la mayoria de los datos bioquimicos y morfolégicos apoyan la hipotésis
de gue los defectos observados en los padecimientos peroxisomales generalizados, se
deben a fallas en el importe de proteinas al peroxisoma, hay estudios en donde se
sugiere la posibilidad de que estén involucradas anormalidades tanto en el
mantenimientro como en la degradacién peroxisomal, esto lltimo, debido al hallazga,
entre otros, de que en los fibroblastos de algunos pacientes existen peroxisomas
morfolégicamente normales, pero casi vacios™'. Estos constituyen a los “fantasmas
peroxisomales” descritos en los fibroblastos de pacientes con el sindrome de
Zellweger, Santos M.J. y col.*, en 1988 establecieron que éstos se deben a una falla
en el ensamblaje del peroxisoma, Por otro lado Heikoop y col.*® en 1992, describen a
estas estructuras como peroxisomas degradandose por la via autofagica lisosomal.

1.2.4 Biogénesis peroxisomal.

Los peroxisomas en la célula son originados por fision de estos organelos

S1.549 aunque algunaos autores®™, recientemente han descrita la sintesis

preexistentes
de peroxisomas en la ausencia de peroxisomas preexistentes. Las proteinas de la
membrana peroxisomal son sintetizadas en el reticulo endoplésmico (RE)* y las de
matriz en ribosomas flibres del citoplasma e incorporadas {post traduccionalmente) enr

vesiculas precursoras que posteriormente se funden con los peroxisomas
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existentes”®. Las proteinas de membrana se sintetizan antes que las de matriz en
condiciones proliferativas del peroxisoma®', esto es, como por ejemplo, después de
una hepatectomia parcial, o posterior al tratamiento con proliferadores, o por dietas
altas en grasa.

Las proteinas peroxisomales poseen una seiial lopogénica necesaria para €l
importe de ellas hacia el peroxisoma. La secuencia SKL (serina, lisina, leucina) en el
carboxilo terminal, es capaz de dirigir a las proteinas peroxisomales sin que se efectue
protedlisis. Esta seiial se ha identificado en alrededor de 30 proteinas peraxisomales
de diversos organismos, desde levaduras hasta el humane, por ejemplo: luciferasa en
la luciérnaga, urato oxidasa, acil-CoA oxidasa y proteina bifuncional en la rata. Una
sefial amino terminal, que se acompana generalmente de protedlisis, se ha identificado
en la tiolasa peroxisomal de S. cerevisiae, rata y humanc*®'™. Otras enzimas
peroxisomales requieren sefales internas para su importe que son diferentes a las de
las proteinas de membrana®'®. En general, el importe de proteinas peroxisomales,
requiere de ATP y de algunas proteinas accesorias como receptores y chaperonas™ ™,

1.3 PROCESO AUTOFAGICO LISOSOMAL

La autofagia es un proceso intracelular, hidrolitico para distintos erganelos y
macromoléculas; se considera como adaptativa, por lo que responde a cualquier

“agresion” a la integridad celular™*®,

La autofagia de un organelo y en general de cualquier area del citoplasma
come parte fundamental del recambio normal de la célula, involucra el secuestro por
una membrana que proviene del RE denominada pre-autofagica (pre-autofagosoma
o fagoforo)™'®, Posteriormente se forma la vesicula denominada autofagosoma
{vesicula autofagica), que ya contiene al organelo a degradarse, pero aun no se
encuentran las enzimas hidroliticas necesarias para su degradacién. Por otro lado, el
prelisosoma, es una vesicula que contiene las enzimas hidroliticas que provienen del
aparato de Golgi en periodo de latencia es decir inactivas. En la membrana de!
prelisosoma, existe una bomba de protones con actividad de ATPasa, que proviene a
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su vez de la membrana del endosoma. La funcién de la ATPasa es mantener el pH

intralisosomal 4cido, necesario para la actividad optima de las enzimas
47.68,99,101

hidroliticas

El autofagosoma y el prelisosoma se fusionan para dar origen a los
autolisosomas, que son vesiculas que contienen las enzimas hidroliticas activas. La
ultraestructura de los autolisosomas es heterogénea, tanto en tamario, forma, como en
electrodensidad, dependiendo del distinto contenido de material (organelos) a
degradarse, y la fase degradativa en que se encuentren. De esta forma, se pueden
distinguir 2 poblaciones de autolisosomas dependiendo del estadio de degradacion en
que se encuentren: autolisosomas tempranos y tardios* %%,

A todo este coenjunto de eventos y formacién de vesiculas, se le conoce como
via autofégica lisosomal, la cual es dependiente de ATP'®. Experimentaimente es
posible detener la via en distintos puntos, ya que se conocen inhibidores selectivos y
especificos, con diferentes mecanismos de accion, los cuales permiten por lo tanto,
enriquecer una determinada poblacién de estas vesiculas **'®. Véase la seccion de
inhibidores de la via autofagica lisosomal y la figura 2.

o ™ = ATPasa, hidrolasas,
RETICULO empieza a acidificarse
ENDOPLASMICO et

Figura 2. Diagrama de la via autofagica lisosomal en donde se
sefialan los sitios de blogueo de algunos inhibidores especificos.
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1.3.1 Autolisosomas: Morfologia y funcién,

Los autclisosomas son organelos o vesiculas rodeadas de membrana que
aparecen granulosas durante la inactividad™. Como ya se indicé, los lisosomas

presentan una gran variedad de aspectos morfolégicos, por lo que son organelos
heterogéneos que difieren en tamaifio, forma y electrodensidad. Existen
autolisosomas con un contenido finamente granular o casi homogéneo y de forma
esférica, aunque algunos son elipsoides, con un didametro aproximado de 25 a 50 nm.,
En forma comparativa, se han descrito autclisosomas que varian en promedio entre
0.2 a 0.4 um de diametro™'"", con formas muy diversas e imegulares'™.

Los autclisosomas se definen como vesiculas que participan en la degradacion
intracelular de macromoléculas y organelos para de esta manera contribuir a la
homeostasis intracelular y preservar la concentracién adecuada de estos
componentes. Estos organelos contienen aproximadamente 40 clfases de enzimas
hidroliticas diferentes, activas a un pH dacido. Entre ellas se incluyen: proteasas,
nucleasas, glucosidasas, lipasas, fosfolipasas, sulfatasas y fosfatasas'®’. Con el
propdsito de mantener un pH alrededor de 5, la bomba de protones en la membrana
del autoliscsoma, transporta protones hacia la fuz del autolisosoma. Como se
menciond anteriormente esta proteina utiliza ATP para efectuar el transporte activo de
protones a fravés de la membrana del autolisosoma*’ %1%,

Para el marcaje de |0s autolisosomas y el seguimiento de [a via autofagica,
se emplean frecuentemente como enzimas marcadoras la fosfatasa &cida,
p-glucuronidasa y catepsina D'®%®

1.3.2 Inhibidores de la via autofagica lisosomal.

El mecanismo de accidn de algunos inhibidores de la via autofagica lisosomal
es el siguiente: 3-metiladenina bloquea el secuestro autofagico no forméndose por lo
tanto el autofagosoma, |a vinblastina que aliera la estructura normal del citoesqueleto,
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no permite la fusidn del autofagesoma con el prelisosoma, por o que no se forma el
autolisosoma, la DL-asparagina puede bloquear igualmente la formacién del
autolisosoma; por otro lado, las aminas metilamina y propilamina come también
DL-asparagina en menor grado, inhiben en general la actividad de las enzimas
lisosomales por aumentar el pH intralisosomal'®'"*™ (figura 2).

1.3.3 Degradaciéon peroxisomal.

En 1974 Reddy y col. demostraron en cuerpos grasos de la larva de la
mariposa nocturna (Calpodes ethlius), que dentro del recambio de los peroxisomas,
su degradacion, se efectia por autolisis o por autofagia. Estos dos mecanismos
también suceden en las células de mamifero. Los peroxisomas son disueltos por
autolisis después de 4 dias de continuo crecimiento®.

La autofagia de peroxisomas consiste en el secuestro de este organelo y su
degradacién por la via lisosomal*®'®", En 1972, Arstila y col. y Novikoff y col.,
demostraron que la actividad de algunas enzimas peroxisomales (como por ejemplo
catalasa) aun se detecta en la vesicula aulofagica con peroxisomas después de un
ciefo pericdo de tiempo, fenomeno también observado en la autofagia de
mitocondrias. La degradacién de peroxisomas por la via autofagica procede muy
rapidamente. Los peroxisomas de hepatocitos periportales tienen una vida media de
aproximadamente 4 dias (Poole y col. en 1969) y un tiempo de degradacioén de cerca
de 4 minutos. En contraste la velocidad de degradacién mitocondrial es de 16 dias.
Ademas, la autofagia de peraxisomas tiene un ritmo circadiano®''2,

La autofagia como una forma de degradacién y recambio de componentes
intracelulares, sucede en la célula en condiciones fisiolégicas normales, aunque
también es un proceso muy importante en condiciones de estrés'”. El proceso de

$1,114
Y

después del tratamiento con proliferadcres peroxisomales''>'". En la literatura existen

degradacién peroxisomal es muy activo en la autofagia inducida por glucagon

pocos trabajos que documentan en mamiferos, la degradacién dé percxisomas como
parte del recambio normal de este organelo. Sin embargo, por microscopla electrénica
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con técnicas citoquimicas e inmunacitoquimicas, si ha sido posible demostrar la

presencia de peroxisomas dentro de autofagosomas en hepatocitos de algunos

mamiferos, como el mono®' y la rata®® "1

. El proceso de degradacién peroxisecmal
en levaduras ha sido mas estudiado'®; especificamente en Hansenula polymorpha,
Yarrowia lipolytica y Candida boidinii se han observado peroxisomas dentro de

vacuolas autofdgicas por las técnicas ya mencionadas*'?"'%,

Por ditimo, se ha establecido que los peroxisomas como organeio completo
tienen una vida media mucho mas larga que la mayoria de sus componentes de
matriz. Las proteinas de matriz, tienen caracteristicas de degradacion distintivas, por lo
que se ha descrito al citoplasma como un importante compartimento para la actividad y
degradacién de algunas proteinas peroxisomales. Con respecto a esto, se ha
demostrado que catalasa después de un tiempe de permanecer dentro del
peroxisoma, puede ser liberada hacia el citoplasma, donde permanece activa por un
corto tiempo antes de ser inactivada por proteolisis, aparentemente con el propdsito de
destoxificar a la célula del perdxido de hidrégeno y por lo tanto proteger a las
membranas celulares™*",

Es necesario enfatizar la importancia de examinar este proceso del recambic
peroxisomal tanto en condiciones normales come en situaciones de estrés para la
célula, ya que es poco lo que se conoce de la degradacion peroxisomal, en
comparacidn con la biogénesis peroxisomal.

1.4 ANALISIS DE LA DEGRADACION PEROXISOMAL.

La actividad de fosfatasa acida, determinada por técnicas citoquimicas, se
puede emplear como marcadora de la via autofagica lisosomal. En la figura 3 se
muestra el diagrama de un autofagosoma, que es fosfatasa acida (FAc) negativo
debido a que, como ya se indicd, no posee enzimas hidroliticas; por el contrario se
observa un autolisosoma, que es FAc¢ positivo, lo que permite su identificacién por la
presencia de la aclividad de FA¢, que a nivel ultraestructural por microscopia
electronica de transmision se observa con una electrodensidad intensa. Por otro lado,
para el marcaje de peroxisomas se utiliza la deteccion de la actividad de catalasa por
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la técnica citoquimica de la diaminobenzidina (DAB) alcalina. En consecuencia, por
medio de este marcaje, con las dos técnicas citoquimicas, se pueden detectar
respectivamente autofagosomas y autolisosomas con peroxisomas dentro vy
peroxisomas en via de degradacion, pero que son catalasa +. Esto es posible, debido
a que, la actividad de catalasa aln se detecta en la vesicula autofagica que contiene

peroxisomas, segtn se ha descrito”"**.

Autofagosoma Autolisosoma
FAc (_) FAc ( +) Peroxisoma
il
O Catalasa (+)
o/
Catalasa (+) Catalasa (+)

FAc = Fosfatasa Acida

Figura 3. Diagrama del marcaje con técnicas citoquimicas para el
estudio de la autofagia peroxisomal.

1.5 ANTECEDENTES EXPERIMENTALES DIRECTOS

Originaimente, Pifieyro planteé la hipotesis de que la PA1 afecta a los
peroxisomas'? motivo por el que se disefiaron varios experimentos para probar esta
hipétesis, los cuales se han realizado en colaboracién con los grupos de trabajo de

| 20,21,234044 I 31,3940

Sepulveda y co y Moreno y co Como resultado de estas

investigaciones se obtuvieron los siguientes hallazgos:

1. En los monos cynomolgus (Macaca fascicularis) que recibieron una dosis letal Gnica
de PA1, ya sea 6, 7 0 10 mg/Kg *', se observé en el higado de los animales
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intoxicados que llegaron a morir, un proceso de autofagia de los peroxisomas
dafnados y por analisis morfométrico se demostrd una disminucién en el nimero de
peroxisomas. Con el marcaje por la técnica citoquimica para la catalasa
peroxisomal, fue posible detectar a los peroxisomas secuestrados en vesiculas
autofagicas lisosomales. Es importante destacar que aun en las fases terminales se
pudo detectar actividad de catalasa en cuerpos autcfagicos.

. En el estudio de ratas Wistar intoxicadas con una dosis letal Unica de PA1,
25 mg/Kg®, se demostrd en los hepatocitos una disminucion en el nimero de
peroxisomas por campo en relacion con el grupo control sin tratamiento. Esta
disminucidn se inicid a partir de fas 2 horas, obteniéndose una reduccién del 27% a
las 8 horas, para después mostrar una ligera recuperacion a las 12 horas Yy
disminuir a las 24 horas, tiempo en que ocurre la muerte espontanea de los
animales intoxicados. La observacidn al microscopio de luz permitio identificar a los
peroxisomas, por la reaccion citoquimica positiva a la catalasa.

. En células de levaduras metilotréficas en cultive, Candida boidinii y Hansenula
polymorpha®, se observd a nivel ultraestructural por efecto de la PA1, un daro
peroxisomal selectivo e irreversible, consistente en la fragmentacion de la
membrana peroxisomal y la degradacién de los peroxisomas afectados en la
vacuola digestiva. Con técnicas inmunohistoquimicas se identificd [a presencia de la
alcohal oxidasa peroxisomal, dentro de la vacuola autcfagica. Ademas se
observaron agregados citosédlicos de las dos enzimas tanto alcohol oxidasa como
dihidroxiacetona sintasa. La lesién en la membrana del peroxisoma se relacioné con
la participacién del proceso autofagico. Las concentraciones de PA1 empleadas en
este estudio fueron 0.5, 2, 10, 20 y 50 pg/ml. A una dosis baja, no letal (2 pg/ml), se
demostré un efecto especifico sobre la integridad peroxisomal®.
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1.6 HIPOTESIS DE TRABAJO Y OBJETIVOS

1.6.1 Hipotesis de trabajo.

La disminucién en el nimero de peroxisomas abservada en el higado de
animales intoxicados con PA1, se debe a la degradacion proteclitica de estos
organelos dafiados, por medio de la via autofagica.

1.6.2 Objetivo general.

Evaluar si, en nuestras condiciones experimentales in vitro, la peroxisomicina
A1 (PA1) estimula la via autofagica lisosomal e induce la degradacién de peroxisomas.

1.6.3 Objetivos especificos.

1. Establecer las condiciones del sistema de cultivo de érgano para el higado de
Macaca fascicularis.

2. Realizar un estudio piloto para definir las concentraciones y los tiempos de
incubacién con peroxisomicina A1 (PA1),

3. Determinar la fraccion de volumen peroxisomal por medio de wn analisis
morfométrico y la actividad de enzimas percxisomales, en presencia y ausencia de
PA1.

4. Evaluar fa via autofagica lisosomal por medic de estudios histoquimicos y
bioquimicos, en presencia y ausencia de PA1.
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5. Analizar la presencia de peroxisomas dentro de autofagosomas y autolisosomas, en
presencia y ausencia de PA1.

6. Evaluar los ohjetivos 3, 4 y 5, en presencia de los inhibidores de |a via autofagica
lisosomal, DL-asparagina, metilamina y 3-metiladenina.

1.7 IMPORTANCIA

La importancia del presente trabajo de investigacion se debe a que:

Contribuye al conocimiento del proceso de la autofagia y especificamente al
entendimiento de la degradacién selectiva de organelos como los peroxisomas,
como un mecanismo elemental en respuesta a agentes toxicos como la PAT1.

Como ha sido reportado en la literatura, varias drogas inducen la proliferacién de los
peroxisomas (drogas hipolipidémicas como el clofibrato)®™'; sin embargo, hasta la
fecha no existen reportes de drogas o agentes toxicos que induzcan una
disminucién en el numero de peroxisomas, con excepcidén unica del factor de

necrosis tumoral'®

. Par esta razén, la PA1 representa una buena herramienta para
el estudio de condiciones similares, como trastornos patolégicos en el
humano que se caracterizan, entre otras manifestaclones, por la disminucién

o ausencia de los peroxisomas en el higada®¥,

Por ultimo, este trabajo contribuye al conocimiento del mecanismo de accion de la
PA1, ya que es fundamenial que se profundice sobre de ello, dada la posible
utilidad y aplicabilidad que este compuesto tiene para el humano como "droga
antineoplasica” y ademas, como ya se menciond, la PA1 es una substancia que a
dosis 16xicas puede tener acciones importantes sobre la ultraestructura de algunos
organelos, como el peroxisoma én &1 higado, con la posible alteracidn en la funcién
de este drgano y su repercusidn a nivel clinico.



CAPITULO 2

MATERIALES Y METODOS

2.1 ORIGEN DE LOS REACTIVOS Y EL MATERIAL.

Todos los reactivos utilizados fueron de la mas alta calidad analitica y
espsciales para una aplicacién en particular. En todos los casos se utilizé agua
desionizada y uitrapura (sistema Milli-Q de Millipore).

Los reactivos empleados en el cuitivo de érgano: solucion de Hanks, heparina,
fructosa, suero fetal bovino, dimetilsulféxido, medios nutrientes MEM, Dulbecco y L-15,
glutamina, insulina, glucagon, piruvato, metilamina, 3-metiladenina y DL- asparagina,
se obtuvieron de Sigma Chemical Company (Saint Louis, MO., EUA). Los platos de
cultivo (plastico, 30 mm de diametro) se adquirieron de Costar {Cambridge, MASS,,
EUA). Los cartuchos y filtros (membrana de 0.22 pum) para esterilizar soluciones
fueron de Millipore Corporation (Bedford, MA, EUA). El Gelfoam se compréd de Upjohn
Company (Kalamazoo, Michigan, EUA).

Los reactivos y material utilizados en la técnica de microscopia electrénica y de
luz: glutaraldehido (25%), tetradxido de osmio, juego de resinas epéxicas de baja
hidratacidn, cacodilato de sodio, acetato de uraniio, citratc de plomo, azul de toluidina,
coladion, rejillas de cobre (200 "mesh”), moldes para inclusion y material quirdrgico fina
con puntas de teflén, se obtuvieron de Electron Microscopy Sciences (Fort
Washington, PA, EUA). La cuchilla de diamante, el vidrio para preparar cuchillas y la
pelicula positiva directa se obtuvieron de Pelco Intemational {(Redding CA., EUA). Los
rolios de pelicula para el microscopio electrdnico de transmisién utilizados fueron de la
casa Agfa-Gevaert AG (Leverkusen, Alemania). El papel para la impresién de
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micrografias en blanco y negro fue de la marca Eastman Kodak Company (Rochester,
N.Y., EUA). Los substratos y demas reactivos para la deteccién de fosfatasa acida y
catalasa por técnicas citoquimicas: p-glicerofosfato de sodig, Tris maleato, nitrato de
plomo, sacarcsa, diaminobenzidina y cloruro de calcio, se adquirieron de Sigma
Chemical Company (Saint Louis, MO., EUA). E! peréxido de hidrégeno (Perhydroil,
30%) se obtuvo de Merck (Alemania).

Los substratos y demds reactivos para los ensayos enzimaticos por técnicas
bioquimicas de lactato deshidrogenasa, tirosina aminotransferasa, catalasa, catepsina
D y fosfatasa &cida, se obtuvieron igualmente de Sigma Chemical Company (Saint
Louis, MO., EUA): B-NADH, Tris, L-tirosina, a-cetoglutarato, fosfato-6-piridoxal,
hemoglobina bovina, Tritén X-100, reactivo reductor de Fiske & Subbarow (acido
1-aminc-2-naftol-4-sulfénico, sulfito de sodio y bisulfito de sodio), catalasa purificada
(higado de ratén, 10 mg/mi proteina) y perbxido de hidrégena (30%). EI
dimetilsulfoxido (DMSQ) se adquirié de Merck {Alemania).

Los substrates, enzimas y demas reactivos para el ensayo de 3-cetoacil-CoA
tiolasa peroxisomal se adquirieron, algunos de Sigma Chemical Company {Saint Louis,
MO., EUA), coenzima A y NAD y otros de Boerhinger Mannheim GmbH ( Alemania),
3-hidroxiacil-CoA deshidrogenasa (corazén de cerdo) y lactato deshidrogenasa
{corazén de cerdo). El DL-3-hidroxidecancil-CoA éster fue sintetizado y purificado en el
Laboratorio del Prof. Dr. W.-Kunau, Universidad Ruhr, Alemania.

Para la determinacion de la concentracidn de proteina se empled el reactivo de
Bio-Rad Protein assay {ensayo estandar con azul brillante de Coomassie G-250, acido
fosforico, metanol y albimina sérica bovina para las curvas patrén) (Hercules, CA,
EUA).

La peroxisomicina A1 (PA1), loteé No. 73, fue aislada y purificada en el
Departamento de Farmacologia y Toxicologfa de la Facultad de Medicina, Universidad
Auténoma de Nuevo Ledn. Se almacend siempre a -20 °C, protegida de la luz y la
humedad.

El resto de los reactivos (sales y solventes) utilizados, fueron adquiridos de otros
proveedores.
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2.2 MATERIAL BIOLOGICO

Monos Macaca fascicularis * (machos, adultos, 4 - 5 Kg) fueron proporcianados
por el Departamento de Farmacologia y Toxicologia de la Facultad de Medicina,
Universidad Auténoma de Nuevo Ledn. Se utilizaron ¢uatro monos: el primero para la
estandarizaciéon del cultivo de érgang, enzimas y algunas técnicas citoquimicas, el
segundo para el estudio piloto y los cfros dos monos para la realizacién de los
experimentos de acuerdo a los objetivos y la hipbtesis de trabajo.

2.3 EQUIPO

Microscopio electrdnice de transmisién, Carl Zeiss modelc EM109, con aceleracién de vaoltaje de
BO Ky

Fotomicroscapio Carl Zeiss modelo |

Microscopios estereoscopicos Carl Zeiss modelo 475002 y American Opfical modelo 569
Sistema computarizado analizador de imagenes MORPHON

Campana de fluje laminar vertical LabCONCO de seguridad clase |l modelo 36204-00
Incubadora de CO, HotPack Modelo 351820

Criostato DAMON/IEC Division

Ultramicrotomo LKB BROMMA ULTROME®V modelo 2088

Preparador de cuchillas de vidric LKBE BROMMA modelo 7800 KnifeMaker

Espectrofotémetro digitalizado Milton Roy Spectronic modelo 601, 2 = 180 - 950 nm

Centrifuga Eppendorf BECKMAN

Homagenizador de tejidos BELLCO, 30 - 1100 rpm de velocidad, 110 volt y 60 Hz, con vaso de
vidrio Potter-Elvehjem y émbolo de teflon

Centrifuga de mesa SOL-BAT modeio J-12, 500 -5000 rpm de velocidad

Autoclave Market Forge Sterilmatic Modelo STM-E

Sistema Millipore desionizador y purificador de agua Milli-Q, con cartuchos de intercambio
idnico, de carbdn y filtros de ésteres de celulosa (poro 0.22 um) bioldgicamente inertes.

* Ninguno de los animales fue sacrificado exclusivamente para preparar los cuitivas de drgano
sino que fueron empleados en otros estudios.
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2.4 ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Para la estrategia de trabajo se utilizé el modelo experimental del cultivo de
organo de higado de Macaca fascicularis, incubado en presencia y ausencia de
peroxisomicina A1. Cuando se efectuaron los experimentos del analisis de la via
autofagica, el higado en cultivo se agregé al medio de cultivo con cada uno de los
siguientes inhibidores, por separado, metilamina, 3-metiladenina y DL-asparagina,
como igualmente la combinacién con peroxisomicina A1.

La disolucién de la toxina peroxisomicina A1 (PA1), se efectué inmediatamente
antes de su utilizacion, con etanol absoluto; la concentracion final del etanol en el
medio nutriente fue de 0.1% (V).

En las figuras 4 y 5 se muestran los diagramas que representan la estrategia
experimental del presente trabajo.

PERFUSION Ané;lsb morfométrico :
Soffs: Hanks Frac le Volumen
Peroxisomas

Autolisosomas
Fricioss y S | Autofagosomas l

Catalasa Fosfatasa Acida
INTEGRIDAD
MORFOLOGICA o \ / '
Y
FUNCIONAL Catalasa Catepsina D M,J
™ ESTUDIOS = | Ticlasa . Fosfatasa Ac
M.Luz (HE, MORFOLOGICOS
glrau ymo) ’
gluc
* Bioquimico Homogenizado
(TAT)
ESTUDIOS
BIOQUIMICOS
e
cada plato

L & ® e

Inhibidor Inhibidor siogquimico MOrFologico (M.LUZ:
(via autofagica) + PA1 m“:..'m}m ¥ S-Metiladenina,

Figura 4. Resumen de la estrategia experimental, puntos mas relevantes (no se incluye el estudio piloto
y la estandarizacion de las técnicas).
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En la figura 5, se presenta el analisis morfométrico por microscopia electrénica
de transmision, él cual se describe en la seccién 2.4.5.4, y en la seccién 2.4.54.1 se
encuentra la determinacion de la fraccién de volumen (Vvi) por el método de Weibel.

ANALISIS MORFOMETRICO Peroxtsomicina A1
- - - = Explantes higado Inhibidor (via autofagica-
‘ ‘ ‘ ‘ lisosomal)
[ = [w [ & [ & Inclusion: resinas epoxicas

¢ 4 4
& 82 &8 [ cortes finos (100 nm)

Conteo de
64
micrografias

(Wi)

Metodo de
Weibel

Figura 5. Analisis morfométrico por microscopia electronica de transmision (MET) como parte
fundamental de la estrategia experimental. Fraccion de volumen (Vvi).

2.4.1 Estandarizacion del cultivo de érgano y estudio piloto.

Para la estandarizacion del cultivo de érgano, se analizé el efecto que tiene el
proceso de congelacién y descongelacion sobre el mantenimiento del higado en
cultivo (en ausencia de peroxisomicina A1) y se concluyé que en los cultivos
provenientes de higado congelado-descongelado, aun en presencia del DMSO como
crioprotector, la histologia del higado de Macaca fascicularis no se conserva, por lo
que en el estudio piloto y en los experimentos posteriores se efectuaron los cultivos de
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drgano con el higado sin congelar. Ademas, se prepararon cultivos de 6rgano controf
carentes de peroxisomicina A1 pero con etanol al 0.1 % (v/v), que fue la concentraciéon
de disolucién para la toxina. Se probaron varios medios nutrientes (MEM, Dulbecco y
L-15), suplementos y cantidad de explantes de higado por placa de cultivo. Después
de analizar los parametros anteriores, se establecié la técnica para el cultivo de drgano
que se describe en la seccién 2.4.3.

Se realizé un estudio piloto para definir Jos tiempos de incubacion y las
concentraciones de la peroxisomicina A1 que se utilizaron en este trabajo. £l
apéndice A se refiere a8l estudio piloto, donde se incluyen los resultados mas
relevantes de eilo y una sintesis de la estrategia experimental, dado que los matenales
y métodos empleadas son los mismos que se describen en este capitulo.

2.4.2 Preparacion del animal y obtencion del higado.

Para todos los experimentos, incluyendo el estudio piloto y la estandarizacion
de la técnica para el cuitiva de érgano, el mono Macaca fascicularis se sacrifice con
una inyeccioén intracardiaca de KCI estéril al 30% (p/v) (aproximadamente 10 ml) y
se expuso el higado por laparatomia'®, Inmediatamente después se perfundié el
higado como se describe en la siguiente seccidon.

2.4.3 Cultivo de érgano de Macaca fascicularis .

La técnica del cultivo de 6rgano, fue adaptada y estandarizada para nuestras
condiciones experimentales, y especificamente para el higado del mono Macaca
fascicularis, por lo que esto es una aportacién técnica del trabajo, y fue basada en los
metodos descritos por Sepuiveda Saavedra J. y cols.', Ulrich R.G. y cals.” y Seglen

P.Oy cols.'®,

Una vez estandarizada la técnica del cultivo de dérgano para el higado sin



28

congelar todos los procedimientos experimentales que a continuacién se
describen, fueron los mismos para cada experimento, a excepcion de las
concentraciones de peroxisomicina A1 e inhibidores de la via autofagica-
lisosomal y de los tiempos de cultivo y de recolecta de los explantes. Todo el
material empleado para el cultivo de drgano se esterilizd por calor hiimedo en el
autoclave {121°C por 45 minutos) y por gas (2 horas). Medios nutrientes y suplementos
se esterilizaron por filtracion con membrana de 0.22 um de poro (sistema Millipore).
Los procedimientos posteriores a la perfusion del higado se realizaron en una
campana de flujo laminar honzontal en condiciones estériles y a 2 - 4°C,

El higado del mono Macaca fasciculans se perfundid /n situ via la vena paorta,
can heparina (10 Ufml), fructosa (16.65 mM), suero fetal bovino (5% v/v) y antibidticos
{penicilina G sddica 100 U/ml y sulfato de estreptomicina 10 mg%) en el medio de
perfusion (solucion de Hanks). Una vez terminada la perfusién, el higado se lavé dos
veces con el medio de perfusién sin heparina y suero, pero adicionado con
insulina (1 uM) e hidrocortisona (10 pM). Se colocd en hielo y se procedid a la
fragmentacion del érgano, con la ayuda de un pequerio bisturl, cortando el higado en
porciones de 1 a 2 g cada uno. De aqui en adelante, todas las soluciones, medios de
cultivo y el higado mantenido en la solucidn de Hanks con insulina, hidracortisona,
fructosa y antibiéticos, se colocaron sobre hielo y s mantuve siempre la temperatura
entre 2 - 4°C. Posteriormente se efectud la incubacién del higado en la Incubadora de
CO;(vease seccidon 2.4.3.2).

De los fragmentos de higado (1 a 2 g) obtenidos, algunos se emplearon
para el anadlisis de fa integridad morfolégica y funcional del higado (descrito en
Ia siguiente seccion), y otros para realizar el cultivo de érgano.

2.4.3.1 Integridad morfoldgica y funcional del higado.

En cada experimento se realizaron estudios para la evaluacion de la integridad
morfoldgica y funcional de los fragmentos de higado perfundido (no cultivado), los
cuales consistieron en analisis: morfoldgico con microscopla de luz y bioquimico. Para
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el astudio morfolégico, Ia fijacién inmediata se levé a cabo por congelacion, con
nitrégeno liquido-isopentano, para el analisis posterior del higado con fa técnica
histolégica de Hematoxilina y Eosina, y la deteccién de grasa y glucégeno por técnica
histoquimica (ver secciones 24.3.1-1 a 2.4.3.1-3). En el estudio bioquimico se
determing la actividad de tirasina aminctransferasa (TAT) en los fragmentas de higado
no congelado ni cultivado, pero que se encontraban a 4°C (ver seccién 2.4.3.1-4).

2.4.3.1-1 Tincién de Hematoxilina y Eosina (HE).

En este estudio, se empled la tincién habitual clasica de HE con (a hematoxilina
de Harris. En esta técnica, la hematexilina tifie a los nicleos celulares y la eosina
{débilmente acido) al citoplasmam. El procedimiento se muestra en la tabla 1 del
apéndice B.

2.4.3.1-2 Deateccion de grasa por técnica histoquimica del rojo
oleoso,

La deteccidon de grasa en el higado, se realizé por medio de la tincidn del rojo
oleosa 0, (@ cual se basa en la propiedad que tiene este colorante en sclucidn
alcohdlica (liposoluble y poco soluble en alcohol) de difundir, por difusién simple del
alcohol, a los lipidos de los tejidos, quedando éstos coloreados de naranja a rojo
brillante'®. El procedimiento se muestra en la tabla 2 del apéndice B.

2.4,.3.1-3 Deteccién de glucdgeno por técnica histoquimica de la
reaccién del &cldo peryédico de Schiff (PAS).

En 1a evaluacién morfolégica del higado fresco, sin cultivar, también se empled
la deteccién de glucdgeno por la técnica de PAS. El fundamenta de esta técnica se
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basa en la oxidacién de los grupos 1,2 glicol de los carbohidratos por medio del acido
peryddico, formandose dialdehidos, los cuales al reaccionar con la pararosanilina de la
fuchsina-acido sulfurosa (salucién de Schiff), forma un complejo estable coloreado de
color rosa magenta™®, El procedimiento que se efectud para esta técnica se muestra
en [a tabla 3 del apéndice B.

2.4.3.1-4 Ensayo de la actividad de tirosina aminotransferasa (TAT).

La determinacidon de la actividad de tirosina aminctransferasa (L-tirosina:
2-oxoglutarato aminotransferasa;, EC 2.6.1.5) se llevé a cabo por el métade
espectrofotométrico de Diamondstone modificado por Granner y Tomkins "', que
utiiza L-tirosina y a-cetoglutarato como substratos. Se determind la actividad
enzimética midiendo el preducto p-hidroxi-fenilpiruvato a una longitud de onda de
331 nm. La actividad de todas las enzimas anafizadas por melodos bioquimicos se
expresd en Unidades Internacionales (U}, para lo cual una Unidad es definida coma la
transformacion de 1 umol de substrato o la formacion de 1umol de producio por minuto
durante la reaccién enzimética. Una unidad de TAT se define’"'® como la cantidad
necesaria de enzima para la produccién de 1pmol de producto, por 1 minuto, a 37°C.

El calculo matematico fue el siguiente:

U/ml= Abs. (Abs.Problema - Abs.Control, 331 om) x imin x dml x dilucién *

(19.9 em“/umol) (1 cm) (1 min) 10 min 0.1 mi

* Abs. = Absorbancia
Dilucién de la fuente de enzima (homogenizado).

Los célculos necesarios para la obtencion de U / ml estdn incluidos en el
apéndice C. El procedimiento que se efectud para el ensayo de la actividad de TAT se
muestra en la tabla 4 del apéndice B.
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2.4.3.2 Preparacidn de los platos de cultivo con Gelfoam.

Previo a la incubacién de los explantes de higado (ver en la siguiente seccion),
cada plato de cultivo (30 mm de diametro) fue cubierto con una esponja de
colagena (Gelfoam) y esterilizados todos los platos por gas. En el momento del
experimento, el Gelfoam se impregnd completamente con 3 ml del medio de cultivo®
adicionado con Insulina (0.1 uM) para el cultivo control. Dependiendo de la
condicién experimental, el medio de cultivo, que se le aiiadié al Gelfoam, ademas
fue adicionado con peroxisomicina A1, © con cualquiera de los inhibidores de la
via autofagica-lisosomal (metilamina, 3-metiladenina, DL-asparagina), o con la
combinacidn de peroxisomicina A1 e inhibidor, a las concentraciones indicadas
en la tabla [,

Los explantes de higado para el cultivo de drgano fueron colocados en

los platos, sobre el Gelfoam (siguiente seccion).

2.4.3.3 Obtencidn de explantes de higado de 1 mm de grosor, incubacion y
recoleccion.

Cada fragmento de higado (1 a 2 g) mantenidoc en la solucidon de Hanks con
insulina, hidrocortisona, fructosa y antibiéticos, fue finamente cortado con un bisturi y
con la ayuda del microscopio estereoscédpico se prepararon explantes de 1 mm de
grosor. Eslos pequerios explantes de higado, son nuestras unidades muestrales que
sirvieron para el cultivo de érgano, los cuales se colocaron sobre el Gelfoam.

Posteriormente, los explantes (1 mm) se lavaron tres veces an el mismo
medio de cultivo con insulina citado arriba. Después de los lavados, 48 - 50
explantes se utilizaron por plato de cultivo, y 1a incubacién se llevo a cabo a 37°C en
una incubadora de CO, con 86 - 96% de humedad. Por otra parte, durante la

* Medio de cultivo = L-15 suplementado con piruvate (2.27 mM), glutamina (1.99 mM) y
antibidticos (penicilina G sddica 100 U/ml y sulfato de estreptomicina 10 mg%).
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estandarizacion del cultivo de érgano, cuando se efectuaron experimentos con los
medios de MEM y de Dulbecco, durante la incubacidn, ademas se afadié CO; a una
saturacién del 5% y 10% respectivamente.

Las caracteristicas y condiciones del cultivo de érgano dei estudio piloto y de
los experimentos de acuerdo a [os objetivos y |a hipotesis de trabajo, se muestran en la
tabla I.

Una vez recolectados los cincuenta explantes de cada plato de cultivo,
segun los tiempos indicados en la tabla |, se efectuaron en echo de eflos, estudios
marfolégicos y en los otros cuarenta y dos, estudios bioquimicos, ver secciones
245 y 2486 respectivamente. La determinacién de fa actividad de fas diversas
enzimas se efectud por metodos especitrofotométricos.

Ademds, tanto a los explantes hepaticos del cultive de érgano control (sin
peraxisomicina A1), comeo a los incubados con peroxisomicina A1 o a los incubados
con los inhibidores de la via autofagica lisosomal (metilamina, 3-metiladenina y
DL-asparagina), se les determind a cada tiempo indicado en Ia tabla |, la viabilidad
del higado por medio de indicadores bioquimicos e indicadores morfolégicos
(descritos en fa siguiente seccién).
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TABLAL

CULTIVO DE ORGANO: CARACTERISTICAS Y CONDICIONES ESPECIFICAS
EMPLEADAS PARA EL HIGADO DEL MONO MACACA FASCICULARIS,

Monos Incubacién & 37°C Concentracion * Total Tiempos
M.fasc. } {48 - 50 explantes de platos de
higado de 1mm de grosor, d/cultivo § incubacién ®
por plato, con medio L-15y
adiciones)
Estudio 1 S/ peroxisomicina A1 (PA1) 0.0 pg/ml 280 05,1-8,12,
pilote C/ peroxisomicina A1 2.5 pg/ml 280 16,24, 48, y
5.0 ug/ml 280 72 horas
ootem | G |y
concs. de ;
20.0 0/ el control y el
C/ glucagon (ver viabilidad 0.1 1M 140 incubado con
del cultivo on seccion 2.4.4) ’ glucagon)
Experimento 2 Sf peroxisomicina A1 (PA1) 0.0 ug/ml 380 30, 60, 90, y
segln C/ peroxisomicina A1 10.0 pg/ml 320 120 minutos
objetivas e C! metilamina 10.0 mM 80 {para PA1yel
hipatesis de C! 3-metiladenina 50mM 80 control)
trabajo C/ Dl-asparagina 10.0 mM 80 120 minutos
G/ metilamina + PA1 10 .0 mM + 10.0 ug/mi 80 (para los tres
C/ 3-metiladenina + PA1 5.0 mM + 10.0 pg/mi 80 |inhibidores, y
C/ DL-asparagina + PA1 10.0 mM + 10.0 pg/mi 80 los inhibs. con
PA1)
C! glucagen (ver viabilidad 0.1 uM 160 30, 60, 90, y
del cultivo en seccidn 2.4.4) 120 minutos

* Como ya se indico, la peroxisomicina A1 se disolvid an etanol absoluto, los inhibidores de la via

autofagica-lisosomal (metilamina, 3-meliladenina y DL-asparagina) se disolvieron en solucion de Hanks,
y se tomaran los volumenes adecuados de estas soluciones para obtener las concentraciones finales
requaridas en el medio de cullivo (L-15 con adiciones).
La recolecta de los explantes se efectud "a/ azar” después de los tiempos indicados en |a tabla, con la
ayuda de unas pinzas finas para no dadfar al tejido, @ inmediatamente se colocaran alguncs en el fijador,
(glutaridehido a la ¢concentracion indicada mas adelante) para los analisis morfamétricos y de viabilidad.
Otros explantes para los estudios bioquimicos ¥ de viabilidad, se recoleclaron y se lavaron 3 veces con
solucidn salina esiéril (cloruro de sodio al 0.9% (pAV). En el lltimo lavadoe se suplementé la solucion
salina con dimetilsulfdxido al 10% (v/v), @ inmediatamente fueron congelados los explantes a -20°C, y
descongelados hasta el momento que se requitieron.



2.4.4 Viabilidad del higado en el cultivo de érgano.

2.4.4.1 Indicadores bioquimicos.

En cada experimento se efectuaron estudios para determinar la viabilidad de!
higado en cultivo de drgano, con indicadores bioquimicos: 1) liberacidn de flactato
deshidrogenasa (LDH) al medio de cultivo (ver seccién 2.4.4.1-2), y 2) determinacién
de fa actividad de TAT en respuesta a la induccién por glucagon en los explantes de
higado cultivados (ver seccion 2.4.4,1-1).

2.4.4.1-1 Induccion de tirosina aminotransferasa (TAT) por
glucagon.

TAT es una enzima marcadora del higado, cuya actividad se induce por

hormonas como hidracortisona, insulina y glucagon'*'*

, por esta razén se utilizd el
aumento en su actividad en respuesta a glucagon, como un indice del estado

metabdlice y funcional de los hepatocitos en cultivo.

Para lo anterior, se incubaron explantes de higado {(1mm de grosor) con el
medio de cultivo adicionado con glucagon (0.1 gM). En el cultivo control, el medio no
contenia glucagon. El gelfoam de los plates de cultivo fue humedecido igualmente con
el media correspondiente segun sea el cultivo con hormona ¢ el control. Las demas
condiciones para el cultivo de érgano fueron las mismas que para los cultivos con
peroxisomicina A1, o los incubados con cualquiera de los inhibidores de la via
autofagica lisosomal. Ver secciones 2.4.3.2, 24.3.3 y tabla |.

Posterior al cultivo de 6rgano, los explantes se colectaron de acuerdo a los
tiempos de incubacién que se sefialan en la tabla |, se lavaron con solucién salina
estéril (cloruro de sodia al 0.9% (p/v)) y se congelaron a -20°C con solucién salina
adicionada con dimetilsulféxido (DMSO) al 1% (v/v). Para analizar la actividad de TAT,
los explantes se descongelarcn a temperatura ambiente, se lavaron cuatro veces, y se
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prepararon los homogenizados con el amortiguador fosfato de potasio 50 mM pH 7.8,
a 4°C.

2.4.4.1-2 Ensayo de la actividad de lactato deshidrogenasa (LDH).

La cuantificacién de la actividad de LDH (L-lactato: NAD oxidoreductasa; EC
1.1.1.27) en el medio de cultivo, se utilizd como otra indice de viabilidad del higado en
cultivo de érgano, dado que la liberacidn de LDH ocurre después de dafio a la
membrana celular’®'¥, Se considerd un cultivo viable, aquel en el que se obtuvo una
liberacion de LDH al medio de cultivo menor del 20%.

Para lo anterior, se colectaron los medios de los platos de cultivo, se
centrifugaron (14000 rpm, 4°C, 5 a 10 minutos) ¥ en los sobrenadantes se determing la
actividad de LDH. Ademas, se determind la actividad total de LDH en los
sobrenadantes de los homogenizados provenientes de los explantes de higado de los
platos de cultive. Para calcular el porcentaje de liberacion de LDH, se relaciond la
actividad de los medios de <ultivo con la actividad total de los explantes de higado.

La actividad de LDH se determind segun el método espectrofotométrico de
Vassault'®, él cual se basa en la medicién de la oxidacion de NADH a NAD+, a una
longitud de onda de 340 nm. Una unidad de LDH se define'® coma la cantidad
necesaria de enzima para producir la disminucién de 1 umol de NADH, por minuto, a

25°C. El calculo matematico fue el siguiente:

Uliml= A Abs. {340 nm) X 1min x _1.07ml x dilucién®*
(6.22 cm’/umol) (4 em) (min) 10 min 0.07 ml

* A Abs.= Cambio de abscrbancia
Ditucién de la fuente de enzima (sobrenadante del medio de cultivo u hemogenizado).

€l procedimiento que se efectud para el ensayo de la actividad de LDH se
muestra en la tabla 5 del apéndice B.
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2.4.4.2 Indicadores morfoldgicos para determinar la viabilidad del higado
en el cultivo de érgano.

El andlisis morfolégico para determinar la viabilidad del higado en el cultive de
¢rgano, se efectud de la forma siguiente: los explantes de higado de Macaca
fascicularis recolectados se fijaron inmediatamente con glutaraldehido al 1.5% en
amortiguador de cacodilatos 0.1 M pH 7.2 - 7.4, se procesaron para la reaccion
citoquimica de catalasa (tabla 6 apéndice B), se prepararon en el ultramicrotomo
cortes semifinos (1 wum), los cuales se montaron en una laminilla de vidrio y se
tifieron con azul de toluidina (al 1% p/v més borax al §%), para posteriormente
observarse al microscopio de luz.

2.4.5 Estudios morfolégicos en los explantes de higado cultivados.

Para los estudios morfoldgicos, ocho de los explantes recolectades “al azar”,
segun los tiempos indicados en la tabla |, se fijaron inmediatamente en glutaraidehido
a la concentracién indicada en las tablas 6 y 7 del apéndice B. Cuatro de ellos
fueron sometidos a [a reaccion citoquimica para la demostracidon de catalasa
(seccion 2.4.5.1) y los atros cuatro a la reaccion citoquimica para la demostracion
de fosfatasa acida (seccién 2.4.5.2) para la morfometria con microscopia de luz
(en el estudio piloto; seccién 2.45.3) y para el analisis morfométrico con
microscopia electronica {en los experimentos posteriores; seccion 2.4.5.4).

2.4.5.1 Técnica citoquimica para la deteccidn de la actividad de catalasa

peroxisomal.

La actividad de catalasa peroxisomal (peroxido de hidrégeno: peréxide de

hidrageno oxidoreductasa; EC 1.11.1.6), se detecté por el método de Angermaller y

437,134

Fahimi, Beier y Fahimi , el cual se basa en la formacidon de un precipitada
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electrodenso como resultado de la reaccién entre el tetradxido de osmio y el indicador
diaminobenzidina. El procedimiento que se efectué para esta técnica citoquimica se
muestra en la tabla 6 de! apéndice B.

2.4.5.2 Técnica citoquimica para la deteccién de la actividad de fosfatasa
acida lisosomal.

La actividad de fosfatasa acida lisosomal (hidrolasa de monoester fosfdrico; EC
3.1.3.2), se detectd por el método de Kuhn y Callaway y Hugen J.S. con medio de
Gomoni™*'®, &1 cual se basa en la formacion de un precipitado electradenso de fosfato
de plomo obtenido de la reaccion entre el plomo y el producto de la reaccién
enzimatica. Los pasos que se efectuaron para esta técnica citoquimica se muestran en
la tabla 7 del apéndice B.

2.4.5.3 Analisis morfométrico con microscopia de luz.

El analisis morfométrice por microscopia de luz, consistid en lo siguiente: cuatro
explantes de higado diferentes para cada enzima marcadora, esto es cuatro para
catalasa y cuatro para fosfatasa 4cida, de cada una de las condiciones, con/sin
peroxisomicina A1 y con/sin inhibidores de la via autofagica lisosomal, se procesaron
hasta su inclusiébn en resinas epdxicas (ver tablas 6 y 7 del apéndice B);
posteriormente, de cada uno de estos bloques que contenian los explantes de higado,
se prepararon en el ulframicrotomo cortes semifinos de 1um, los cuales se montaron
en una laminilla de vidrio para su observacion al microscopio de contraste de fases.

Después, de cada uno de los cortes semifinos, se seleccionaron al azar diez
campos diferentes en el microscopic, en donde se realizd el conteo de los
peroxisomas, con la ayuda de un analizador de imagenes computarizado,
MORPHON. De esta forma, se tuvieron un total de cuarenta campos contados
correspondientes a los 4 explantes de higado originales por cada enzima marcadora.
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2.4.5.4 Andlisis morfométrico con microscopia electrdnica.

E! andlisis morfométrico por microscopla electrdnica consistid en lo siguiente:
cuatro explantes de higado diferentes para cada enzima marcadora, esto es cuatro

para catalasa y cuatro para fosfatasa acida, de cada una de las condiciones, con/sin
peroxisomicina A1 y con/sin inhibidores de la via autofagica lisosomal, se procesaron
hasta su inclusion en resinas epoxicas; posteriormente de cada una de estos bloques
gue contenian los explantes de higado, se prepararon en el ultramicrotomo cortes finos
de 100 nm, los cuales se montaron en una rejilla de cobre para su observacién al
microscopio electrdnico de transmision.

De cada uno de los cortes finos, se tomaron al azar ocho micrografias.
Después, en cada micrografia se determiné la fraccidn de volumen del organelo en

I"* La fraccion de voiumen es la relacion del

andlisis por el metodo de Weibe
volumen ocupado por un organelo con respecto al volumen del citoplasma, Asi
se obtuvieron un total de treinta y dos micrografias contadas a las que se les
determind fraccion de volumen y que corresponden a los cuatro explantes de higado

originales por cada enzima marcadora.

2.4.5.4.1 Determinacién de la fraccion de volumen del organelo por
el método de Weibel.

El metodo de Weibe! para calcular la fraccion de volumen se realizé como sigue:

1. Una rejilla cuadriculada se sobrepuso en cada micrografia electronica.

2. Posteriormente se realizé el conteo de puntos que coinciden con las estructuras en
andlisis, en este caso fueron el conteo de, peroxisomas, autofagosomas y autolisasamas
que contienen material de origen peroxisomal.

3. Se determiné la fraccién de volumen aplicando la fdrmula:

Wi=Pl!Pc

Daonde Vvi = es la fraccidn de volumen del organelo en andlisis
Pi = puntos que coinciden dei arganelo en analisis
Pc = puntos totales dei citoplasma (esto es puntos totales de la plantilla)
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2.4.6 Estudios bioquimicos en los explantes de higado cultivados.

Para los estudios bioquimicos, los explantes congelados (-20 °C, con solucion
salina estéril de cloruro de sodic al 0.9% (p/v) adicionada con DMSO al 1% (v/v) como
crioprotector), se descongelaron a temperatura ambiente, se lavaron cuatro veces, a
4°C, con el amortiguador especifico de homogenizacién para cada enzima en
particular. Con el propdsito de obtener una cantidad de proteina adecuada para los
ensayos, se utilizaron explantes de nueve experimentos y se procesaron en tres
ocasiones. Todos /os metodos enzimaticos empleados fueron espectrofotomeétricos,
para los cuales se utilizd una cubeta de cuarzo para las determinaciones en ef espectro
ultravioleta y una cuybeta de vidrio para el rango visible, ambas cubetas de 1 cm de
trayecta éptico.

2.4.6.1 Ensayo de la actividad de catalasa peroxisomal.

El ensayo bioquimico de la actividad de catalasa peroxisomal (peréxido de
hidrdgeno: perdxido de hidrégeno oxidoreductasa, EC 1.11.1.6), se efectudé por el
método de Aebi H.B.', él cual se basa en (a medicidn de la disminucion del substrato
peréxido de hidrégeno a una longitud de onda de 240 nm. Una unidad de catalasa se
define’*? como la cantidad necesaria de enzima para la transformacién de 1 pmol de
peroxido de hidrégeno, por minuto, a 25°C. Ef célculo matematico para obtener la
actividad de catalasa fue el siguiente:

Uimi= A Abs. {240 nm) X 1min x _1.00ml x dilucién®
(0.036 cm®/umol) {1 em) (min) G min 0.04 ml

* A Abs.= Cambio de absorbancia
Dilucion de la fuente de enzima (homogenizado).

El procedimiento que se llevd a cabo para el ensayo enzimatico de catalasa se
muestra en la tabla 8 del apéndice B.
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2.4.6.2 Ensayo da la actividad de tiolasa peroxisomal.

La determinacién de la actividad de 3-cetoacil-CoA tiolasa peroxisomal (acetil-
CoA: acetil-CoA acetiltransferasa; EC 2.3.1.9) se realizé por el métedo de Moreno de
la Garza M. y cols. derivada de Middleton B.'*, Este método se basa en la medicién de
la disminucidn del substrato, {complejo de 3-cetoacildecancil-CoA con Mg} a una
longitud de onda de 303 nm. El fundamento de las reacciones de esta método
compuasto se muestra en la figura 6. El calculo matematico para obtener la actividad
de tiolasa peroxisomal fue el siguiente:

Uiml= A Abs. (303 nmn) x 1dmin x _1.00ml x dilucion®
(13.4 em*lumol) (1 em) (min) 10 min 0.035 ml

* A Abs.= Cambio de absorbancia
Dilucién de la fuente de enzima (homogenizado).

El procedimiento que se efectud para el ensayo enzimatico de la ticlasa
peroxisomal se muestra en la tabla 9 del apéndice B.

2.4.6.3 Ensayo de la actividad de fosfatasa acida lisosomal (FAc).

La actividad de fosfatasa acida (hidrolasa de monoester fosférico; EC 3.1.3.2)
se determiné por el método de Goldstone y cols.™, basado en la medicion del fosfato
liberado por la técnica de Fiske-SubbaRow a una longitud de onda de 660 nm'**. En
esta reaccidn el B-glicerofosfato de sodio es el substrato. Una unidad de FAc lisosomal
se define'* como la cantidad necesaria de enzima para la formacién de 1umol de
fosfato, por minuto, a 37°C. El calculo matematico para obtener su actividad fue el
siguiente:

U/ml = Abs. Problema (660 hm) x Conc. Estindar x 1min x _5$0ml x dilucién*
Abs, Estindar 1§ min 0.1 mi

* Abs.= Absorbancia Conge. = Concentracion
Dilucidn de la fuente de enzima (homogenizado).

En el apéndice B, tabla 10 se muestra el procedimiento que se efectud para &!
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ensayo de la actividad de fosfatasa 4cida. En la tabla 11 se describe la técnica de
Fiske-SubbaRow para determinar fosfato inorganico y la curva patrén promedio
respectiva se encuentra en la figura 35 del mismo apéndice.

ENSAYC ENZIMATICO DE 3-CETOACIL-CoA TIOLASA PERDXISOMAL.

DL-3-hidroxidecanoil-CoA *

\

EPIMERASA *
L-3-Hidroxidecanoil-CoA

NAD"® * ()
H ( DESHIDROGENASA
LDH * v
3-Cetoacildecanoil-CoA —» COMPLEJO DE Mg *
ABSORBE A 303 nm
Piruvato * v CoA-SH
Lactato TIOLASA
A 4

ACETIL-CoA + OCTADECANOIL-CoA

* MEZCLA DE REACCION = REACTIVOS Y ENZIMAS INDICADOS ARRIBA, 30°C

ABSORTIVIDAD MOLAR A 303 nm = 13.4 cm*/umol

Figura 6. Fundamento de las reacciones del método de Moreno de la Garza M. y cols. derivado de
Middleton B.'® para la determinacién de la actividad de tiolasa peroxisomal.

2.4.6.4 Ensayo de la actividad de catepsina D lisosomal (Catep D).

Se analizé la actividad de catepsina D (hidrolasa de a-aminoacilpeptido; EC
3.4.23.5) por el método descrito por Anson'® modificado por Yamamoto y cols.™. En
este metodo la hemoglobina fue utilizada como substrato, y se determind 1a liberacion
de L-tirosina en medio acido, como producte de la reaccién, a una longitud de onda de
280 nm. Una unidad de Catep D lisosomal se define'**'” como la cantidad necesaria
de enzima para la hidrdlisis de 1pmol de hemoglobina, por 1 minuto, a 37°C. El calcule
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matematico para la obtencién de la actividad de catep D fue el siguiente:

U/ ml= Abs. Problema (260 nm) x Conc. Estindar x 1min x 40ml x dilucién”
Abs. Estandar 40 min 0.1 ml

* Abs.= Absorbancia Cong. = Concentracion
Dilucién de la fuente de enzima (homogenizado).

El procedimiento que se efectud para este ensayo enzimatico se muestra en la
tabla 12 del apéndice B y la curva patron promedio de L-tirosina se encuentra en la
figura 38§ del mismo apéndice.

2.4.6.5 Determinacion de la concentracion de proteina.

La determinacién de la concentraciéon de proteina fue llevada a cabo por el
métoda de Bradford™® {ensayo estandar de Bio-RAD), para lo cual se prepararon
curvas patrén con estandares de albumina sérica hovina (BSA}. Este méteda se basa
en la medicién del complejo coloreado que se obtiene al reaccionar el azul brillante de
Coomassia G-250 con los residuos de aminoacidos béasicos (especialmente arginina) y
aromaticos de las proteinas. El célculo matematico, el cual se derivd de la ecuacion de
la recta (ver apéndice C), para obtener la concentraciéon de proteina de una muestra
fue el siguiente:

Cong. Problema = Abs. Problema (595 om) x Conc. Estandar x dilucién*
Abs. Estandar

* Abs.= Absorbancia Conc. = Concantracion
Dilucién de |1a muestra.

El procedimiento que se efectud para el método de Bradford se muestra en la
tabla 13 del apéndice B y la curva patrén promedio de proteina se encuentra en la
figura 37 del mismo apéndice.
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2.5 ANALISIS ESTADISTICO

En los experimentos del presente trabajo, cada una de las determinaciones
analiticas bioquimicas {(ensayos de la actividad de enzimas y la determinacién de la
concentracion de proteina) se efectuaron por quintuplicado. Los analisis morfométricos
fueron descritos anteriormente en la seccién correspondiente. En ambos casos,
analisis morfolégicos como bioquimicos, para cada tiempo y tratamiento se
obtuvo un valor promedio con su desviacién estandar, y estos fueron sometidos
a una contrastaciéon estadistica con la prueba t-student pareada, comparandose
siempre el grupo experimental contra su control. La significancia estadistica se

representa en todas las graficas con una estrella o asterisco.



CAPITULO 3

RESULTADOS

3.1 ESTABLECIMIENTO DE LAS CONDICIONES OPTIMAS DEL CULTIVO DE
ORGANO.

Se estandarizaron tanto las condiciones del cultivo de drgano como Jas técnicas
morfolégicas y bioquimicas, con el higado de un primer mono. Para lo anterior, se
realizaron por lo meneos cuatro a seis repeticiones de cada técnica, obteniéndose
generaimente un coeficiente de variacion (c.v.) de menos del 5% para los ensayos
cuantitativos (analisis morfométrico, ensayos de la actividad de enzimas y
determinacién de la concentracién de proteinas). Las curvas patrén se obtuvieron con

un coeficiente de correlacién (r) muy cercano a1 (0.9989 a 0.9999).

La tabla Il muestra un resumen de las condiciones éptimas de! sistema de

cultivo de drgano para €! higado de Macaca fascicularis.

TABLA Il

CULTIVO DE ORGANO PARA HIGADO DE MACACA FASCICULARIS.

Material biologico Higado de Macaca fascicularis y peroxisomicina A1 (PA1).
Perfusidn del higado “In situ” via vena porta (Hank's con heparina, fructosa y suera)
Explantes del higado 1 mm grosor, 48 a 50 por plato

Medio nutriente L15 suplementado con insulina y piruvato
Sistema de cultivo Soporte de esponja de colagena (gelfoam) en plato de cultivo
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Como ya se seflald previo a los experimentos disefiados para probar la
hipétesis de trabajo y de acuerdo a los objetivos, se efectué un estudio piloto para
poder definir las concentraciones y los tiempos de incubacién con PA1 en nuestro
sistema de cultivo de &rgano. Los resultados del estudio piloto se describen en el
apéndice A.

En el estudio piloto, de acuerdo al analisis morfométrico con microscopia de luz
(ML), a las 2 horas de incubaciéon con 10 ug/ml de PA1, se observd el mayor efecto de
PA1 sobre los peroxisomas hepaticos tanto aislados como agrupados, razén por la
cual, se decidié emplear Gnicamente esta dosis de 10 ug/mi de PA1 y cuatro tiempos
de incubacién y recolecta: 30, 60, 90 y 120 minutos, para los siguientes experimentos
disefiados para probar la hipétesis de trabajo y de acuerdo a los objetivos ya
planteados en la introduccion. El cultivo de érgano para todos los experimentos fue
preparado segun las condiciones que se muestran en la tabla | del capitulo de
materiales y métodos.

3.2 INTEGRIDAD MORFOLOGICA'Y FUNCIONAL DEL HIGADO.

Como ya se indicd, previo al cultivo de érgano, en cada experimento se analizd
la integridad morfoldégica y funcional del higado que se utilizo para preparar los
cultivos. Los resultados del anélisis morfolégico con ML (HE, grasa y glucdgeno) y
del bioguimico (aclividad de TAT) fueron similares a los del estudio piloto (véase
apeéndice A).
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3.3 EVALUACION DE LA VIABILIDAD DE LOS EXPLANTES DE HIGADO.

3.3.1 Analisis morfolégico con microscopia de luz.

Los hallazgos del andlisis morfolégico con microscopia de fuz, para evaluar la
viabilidad de los explantes de higado en el cultivo de érgano, mostraron al higado con
caracteristicas normales, tanto para los cultivos control como para los tratados con
10 pg/mi de PA1 a los cuatro tiempos de incubacion descritos.

3.3.2 Andlisis bioquimico.

3.3.2.1 Induccion de la actividad de tirosina aminotransferasa (TAT).

La actividad de TAT fue inducida por la accion de glucagon en fas explantes de
higado, desde los 30 minutos hasta los 120 minutos de cultivo. Ademas, en estos
tiempos de incubacion, no se observd ningun efecto de la PA1 sobre la actividad de
TAT (figura 7). Cuando las muestras fueron incubadas durante 120 minutos con los
inhibidores de la via autofagica lisosomal y con el inhibidor combinado con PA1, no se
detecté ningun cambio significativo en la actividad de TAT (figura 8).
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Figura 7, Efecto de glucagon (0.1 uM) y de PA1 (10 pg/ml) sobre la actividad especifica de tirosina
aminotransferasa (TAT) a diferentes tiempos de cultivo. La actividad de TAT se determiné por
quintuplicado, en el homogenizado proveniente de los explantes de higado de 2 platos de cultivo, a
cada uno de los tiempos de incubacién indicados. Los valores de cada barra representan la media de
80 platos de cultivo + desviacion estandar. PA1 = peroxisomicina A1.

- ] aControl
* ™ , # Glucagon

— T el | wpai
< Z m3-Mad. + PAl
57 M) T A AT N N
w$ s D AUTONOMA DE1 -[w SAsn + PA1
§ g mMam. + PA1
éi L A el < @ 3-Metiladenina
;gl.z. HENEL : Tj . bfL s Asn
< @ Metilamina

T : |
. ’

* p < 0.005

Figura 8. Efecto de glucagon (0.1 uM), de PA1 (10 ug/ml), de tres inhibidores de la via autofagica
lisosomal y de cada uno de los inhibidores combinado con PA1 sobre la actividad especifica de tirosina
aminotransferasa (TAT), a 120 minutos de cultivo. La actividad de TAT se determind por quintuplicado, en
el homogenizado proveniente de los explantes de higado de 2 platos de cultivo. Los valores de cada barra
representan la media del total de platos de cultivo + desviacién estandar: para los controles son de 40
platos de cultivo y para el resto de las condiciones experimentales son de 80. La concentracién de cada
inhibidor, s6lo o combinado con PA1, fue de 5§ mM para 3-metiladenina y de 10 mM para Asn y
metilamina. PA1 = peroxisomicina A1, 3-Mad. = 3-metiladenina, Asn = DL-asparagina y Mam. =
metilamina.
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3.3.2.2 Liberacion de lactato deshidrogenasa (LDH).

Como otro ensayo bioquimico para determinar la viabilidad del higado en el
cultivo de érgano, se midio la liberacion de LDH. En el cultivo control (sin PA1) como
en el tratado con 10 pg/ml de PA1, se detecté una liberacién de LDH menor al 20%
desde los 30 hasta los 120 minutos de incubacién. Al analizarse a los 120 minutos de
cultivo, en presencia de los inhibidores de la via autofagica lisosomal y del inhibidor
con PA1, se observd también una liberacién menor del 20% en todas las condiciones

probadas (figuras 9 y 10).
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Figura 9. Liberacién de LDH al medio de cultivo en presencia y ausencia de PA1 (10 pug/ml) a diferentes
tiempos de cultivo. La actividad de LDH se determiné por quintuplicado, en el sobrenadante del medio
de cultivo de cada plato, y el porcentaje de liberacion se calculd en relacién a las U totales de los
explantes de higado incubados. Los valores de cada barra representan la media de 80 platos de cultivo
+ desviacion estandar. PA1 = peroxisomicina A1.
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Figura 10. Liberacion de LDH al medio de cultivo en presencia y ausencia de PA1 (10 pg/ml), de tres
inhibidores de la via autofagica lisosomal y de cada uno de los inhibidores combinado con PA1, a
120 minutos de cultivo. La actividad de LDH se determiné por quintuplicado, en el sobrenadante del
medio de cultivo de cada plato, y el porcentaje de liberacién se calculé en relacién a las U totales de los
explantes de higado incubados. Los valores de cada barra representan la media del total de platos de
cultivo + desviacion estandar: para los controles son de 40 platos de cultivo y para el resto de las
condiciones experimentales son de 80. La concentracién de cada inhibidor, sélo o combinado con PA1,

fue de 5 mM para 3-metiladenina y de 10 mM para Asn y metilamina. PA1 = peroxisomicina A1, 3-Mad. =
3-metiladenina, Asn = DL-asparagina y Mam. = metilamina.

3.4 FRACCION DE VOLUMEN PEROXISOMAL EN PRESENCIA Y
AUSENCIA DE PA1.

En este trabajo, todos los resultados del estudio morfométrico con el MET,
para calcular ya sea la fraccion de volumen peroxisomal o lisosomal, provienen del
analisis realizado sobre micrografias electronicas tomadas a una misma amplificacién,
esto es a 4 400 X. Sin embargo, previo al analisis cuantitativo, se realizé una
valoracién cualitativa de las distintas condiciones experimentales, para conocer la
ultraestructura general del hepatocito con sus distintos organelos, de los peroxisomas
y de los diversos cuerpos autofagicos, estos dos Ultimos motivo del estudio

morfométrico. Para este analisis morfolégico cualitativo, se tomaron micrografias
electronicas a otras amplificaciones.




En los explantes hepaticos tratados con PA1 se detecté una disminucién
importante de la fraccién de volumen peroxisomal, en relacién a su control sin PA1, en
todos los tiempos de cultivo analizados (figura 11).
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Figura 11, Efecto de PA1 (10 ug/mi) a dife _
peroxisomal. Los valores de cada barra representan |z
electrénicas, correspondientes a 80 platos de cultivo.
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3.5 ACTIVIDAD ESPECIFICA DE DOS ENZIMAS PEROXISOMALES EN

| PRESENCIAYAUSENCIADEPA1

En los explantes hepaticos tratados con PA1, se detectd una disminucion de la
actividad enzimatica de catalasa y de 3-oxoacil-CoA tiolasa, en relacién a la muestra
control sin PA1, a todos los tiempos de cultivo analizados (figura 12).
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Figura 12. Efecto de PA1 (10 pg/ml) a diferentes tiempos de cultivo sobre la actividad especifica
(U/mg proteina, %) de dos enzimas peroxisomales. A. Catalasa, y B. 3-oxoacil-CoA tiolasa. La actividad
de las enzimas se determind por quintuplicado, en el homogenizado proveniente de los explantes de
higado de 2 platos de cultivo, a cada uno de los tiempos de incubacion indicados. Los valores de cada
barra representan la media de 80 platos de cultivo + desviacion estandar. PA1 = peroxisomicina A1.
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3.6 ESTUDIO DE LA VIA AUTOFAGICA LISOSOMAL.

3.6.1 Ultraestructura de los autolisosomas positivos para la reaccién citoquimica
de fosfatasa acida (fosfatasa acida +).

La ultraestructura de los autolisosomas, es la correspondiente a la de vesiculas
de diferentes tamarfios, formas y electrodensidad, que dieron positiva la reaccién
citoquimica para la fosfatasa &cida. Estas vesiculas, contenian algunas veces
estructuras electrodensas que por su morfologia, electrodensidad y tamafo
corresponden a peroxisomas (figura 13).

Figura 13. Explante de higado de Macaca fasciculans,
incubado por 60 minutos, con 10 pg/ml de
peroxisomicina A1. Se observa un autolisosoma que
muestra positividad a la fosfatasa &cida y una
estructura que parece ser un peroxisoma (p).
Membrana del autolisosoma que rodea al peroxisoma y
a la positividad de la reaccién de fosfatasa acida ( T ).
Microscopia electrénica de transmision. Inclusién en
resinas epodxicas. Reaccion citoquimica de fosfatasa
acida. 4 400 X.
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3.6.2. Fraccion de volumen de autolisosomas en presencia y ausencia de PA1.

La fraccion de volumen de autolisosomas fosfatasa acida +, en los explantes
hepaticos tratados con PA1 (10 pg/ml) aumentd significativamente en relacion a la

muestra control sin PA1, en todos los tiempos de cultivo experimentales analizados
(figura 14).
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Figura 14. Efecto de PA1 (10 ug/ml) a diferentes tiempos de cultivo sobre la fraccién de volumen

lisosomal. Los valores de cada barra representan la media + desviacion estandar de 64 micrografias
electronicas, correspondientes a 80 platos de cultivo. PA1 = peroxisomicina A1.

3.6.3 Actividad especifica de dos enzimas lisosomales en presencia y ausencia
de PA1.

Se analizé el efecto de la PA1 sobre la via autofagica lisosomal a nivel
bioquimico, por lo que se determind la actividad de dos enzimas lisosomales:
catepsina D y fosfatasa acida. Ambas enzimas mostraron aumento de su actividad, en
los explantes hepaticos incubados con PA1, con respecto a la muestra control sin
PA1, en todos los tiempos de cultivo analizados (figura 15).
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Figura 15. Efecto de PA1 (10 ug/ml) a diferentes tiempos de cultivo sobre la actividad especifica de dos
enzimas lisosomales. A. Catepsina D (U/mg Proteina), y B. fosfatasa acida (U/mg Proteina, %). La
actividad de las enzimas se determindé por quintuplicado, en el homogenizado proveniente de los
explantes de higado de 2 platos de cultivo, a cada uno de los tiempos de incubacién indicados. Los
valores de cada barra representan la media de 80 platos de cultivo + desviacién estandar. PA1 =
peroxisomicina A1.
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3.7 CONTENIDO DE PEROXISOMAS Y DE MATERIAL CATALASA POSITIVO,
DENTRO DE AUTOFAGOSOMAS Y AUTOLISOSOMAS RESPECTIVAMENTE, EN
PRESENCIA Y AUSENCIA DE PA1.

3.7.1 Ultraestructura de los autofagosomas y autolisosomas.

La morfologia de los autofagosomas y autolisomas fue muy variada en
tamano, forma y electrodensidad, tanto en los explantes de higado tratados con
PA1 (10 ug/ml) como en los no tratados, a los distintos tiempos de cultivo. Se observd
que los autofagosomas pueden contener uno o varios peroxisomas, identificados por
la positividad a la reaccion de catalasa y ademas a los autofagosomas se les
distinguié bien su membrana. Los autolisosomas se identificaron por la positividad
(marca electrodensa) a la reaccién citoquimica de fosfatasa acida. Estructuras
semejantes presentaron positividad a la reaccion de catalasa, por lo que se
reconocieron como autolisosomas que contienen material de origen
peroxisomal en vias de degradacion. No se pudieron identificar o distinguir
peroxisomas integros dentro de los autolisosomas (figuras 16 y 17).

En sintesis, tanto la identificacion de los peroxisomas dentro de los
autofagosomas como la identificacion del material de origen peroxisomal en
vias de degradacién dentro de los autolisosomas, fue posible gracias a la
presencia de positividad a la reaccion de catalasa encontrada en el interior de

estos cuerpos autofagicos.
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Figura 16. Explantes de higado de Macaca fasciculans, incubados con 10 ug/ml de
peroxisomicina A1, A. 30 minutos, B: 60 minutos, C. 90 minutos y D. 120 minutos. Se observan
varios autofagosomas catalasa positivo (A-C) y dos autolisosomas catalasa positivo (D).
Microscopia electronica de transmisién. Inclusion en resinas epdxicas. Reaccion citoquimica
de catalasa. 4 400 X.
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Figura 17. Explantes de higado de Macaca fasciculans. A. y B. Autolisosomas fosfatasa acida
positivo, C. y D. autolisosomas catalasa positivo. Comparese en C. y D, la imagen de los
peroxisomas (p) con la de los autolisosomas, ambos catalasa positivo. Microscopia electronica

de transmisién. Inclusion en resinas epdxicas. A. y B. Reaccion citoquimica de fosfatasa acida y
C. y D. reaccion citoquimica de catalasa. 4 400 X.

3.7.2 Fraccion de volumen de los autofagosomas y autolisosomas. 3

El estudio morfométrico con MET, indicé que tanto los autofagosomas como
los autolisosomas, ambos catalasa +, observados en los explantes hepaticos de
Macaca fascicularis tratados con PA1 (10 pg/ml), presentaron un aumento significativo
de su fraccion de volumen, en relacién a las muestras control sin PA1, en todos los
tiempos de cultivo analizados (figura 18).
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Figura 18. Efecto de PA1 (10 ug/ml) a diferentes tiempos de cultivo sobre la fraccion de volumen de:
A. autofagosomas catalasa positivo y B. autolisosomas catalasa posilivo. Los valores de cada barra
representan la media + desviacion estandar de 64 micrografias electronicas, correspondientes a 80
platos de cultivo. PA1 = peroxisomicina A1.
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3.8 ESTUDIO MORFOMETRICO EN PRESENCIA Y AUSENCIA DE PA1 Y DE
INHIBIDORES DE LA VIA AUTOFAGICA LISOSOMAL.

3.8.1 Uitraestructura del hepatocito en presencia y ausencia de PA1 y de
Inhibldores de la via autofagica lisosomal,

Para este estudio morfométrico se analizaron un fotal de 544 micrografias
electronicas a 4 400 X, y ademas se efectud una valoracién cualitativa que a
continuacidén se describe.

La ultraestructura general del hepatocito es la caracteristica y normal tanto
en el tiempo cerc (figura 19 A) como en el control, durante el periodo de observacion
del cultivo hasta los 120 minutos (figura 19 B).

En las imagenes de los explantes provenientes de cultivos de 120 minutos
incubados con PAT, se observan en el hepatocito la presencia de varios
autofagosomas y autolisosomas catalasa +, con una diversidad de tamafio, y un
nimero variable de peroxisomas (figura 20 A).

En las muestras ds log explantes del cultivo de 120 minutos incubados con
3-metiladenina (3-Mad.) y PA1, el citoplasma del hepatocito mostré peroxisomas muy
bien preservados, y ademas un numero variable de autofagosomas y de
autolisosomas (figura 20 B).

En los explantes del cultivo de 120 minutos incubados con 3-metiladenina
(3-Mad.) sin PA1, fue posible identificar en el citoplasma del hepatocito, la presencia
de abundanies peroxisomas airededor del nucleo, en contraste con pocos y pequenios
autofagosomas catalasa + (figura 21 A).

En las muestras de los explantes def cultivo de 120 minutos incubados con
DL-asparagina, se ¢bservaron varios autofagosomas grandes, y de entre éstos, se
identificaron algunos c¢on un espacio entre lfa membrana de Ja vesicula y los
peroxisomas que estan dentro (figura 21 B). Por otro lado, también se encontrarcn un
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gran numero de autolisosomas catalasa +, significando esto Ultimo que es material de
origen peroxisomal.

EEacl I SRS 0N s, D ;-'9—” aRd L)
Figura 19. Explantes de higado de Macaca fascicularis. A. Tiempo
cero, B. incubado 120 minutos en un cultivo de érgano sin
peroxisomicina A1. Se observan el nucleo (n), mitocondria (m),
canaliculo biliar (cb) y peroxisoma (p) bien conservados. Estos
ultimos organelos, con una marcada electrodensidad, debido a la
positividad de la reaccion de catalasa. Microscopia electronica de
transmision. Inclusién en resinas epoxicas. Reaccion citoquimica
de catalasa. 4 400 X.




61

Como parte del andlisis cualitativo, en la ultraestructura de los explantes
incubados tanto con PA1 como para los incubados con los inhibidores de la via
autofagica lisosomal, se observé un deterioro de la ultraestructura del hepatocito
cuando se compard con sus respectivos controles. A pesar de ello, la viabilidad del
higado evaluada bioquimicamente a este tiempo de incubacién con cada uno de los
inhibidores y con PA1, fue aceptable (figura 10).
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Fogura 20 Explantes de higado de Macaca fasdculans inwbados
120 minutos. A. 10 pg/ml de peroxisomicina A1, B. 10 ug/ml de
peroxisomicina A1 y 5 mM de 3-metiladenina Se observan
organelos con positividad a la reaccion de catalasa: peroxisomas
(p), autofagosomas (ag) y autolisosomas (al). Microscopia
electrénica de transmision. Inclusion en resinas epoxicas.
Reaccién citoquimica de catalasa, 4 400 X.
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En el caso de los explantes de higado incubados con metilamina, por ejemplo,
ademas de aste deterioro general de [a ultraestructura del hepatocito, se observaron
autolisosomas fosfatasa dcida + de muy variados didmetros, pero con predominio de
los de diametro mayor. Al llevarse a cabo el marcaje con catalasa, se observaron
estructuras muy semejantes an diametro y morfologia a los autolisosomas fosfatasa +,
con positividad a esta enzima {figura 21 C).

3.8.2 Fracclén de volumen peroxisomal en presencia y ausencia de PA1 y de
inhibidores de Ja via autofagica lisosomal.

La fraccidon de volumen peroxisomal en presencia de PA1, como ya se
menciond, disminuyd importantemente, pero en presencia de cualquiera de los tres
inhibidores de la via autofégica liscsomal (esto es inhibidor + PA1) se detectaron
valores cercanos al control (sin PA1) (figuras 22 a ia 24).

3.8.3 Fraccion de volumen de los autofagosomas en presencia y ausencia de
PA1 y de inhibidores de {a via autofagica lisosomal.

Cuando los explantes de higado se incubaron con PA1, se observd un
aumento de la fraccién de volumen de los autofagosomas catalasa +, sin
embargo se obtuvieron valores similares o cercanos al contro! en presencia de
3-metiladenina {figura 22). En el caso de la DL-asparagina y metilamina se encontré
un aumento significativo de la fraccién de volumen de los autofagosomas catalasa +,
en relacidn al cantrol sin PA1 {figuras 23 y 24).
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3.8.4 Fraccién de volumen de los autolisosomas en presencia y ausencia de PA1
y de Inhibideores de la via autofagica lisosomal.

En los explantes de higado de Macaca fascicularis incubados con PA1 se
detectd un aumento significativo de la fraccidn de volumen tanto de los
autolisosomas fosfatasa écida +, como ds los que contienen material de origen
peroxisomal (catalasa +), sin embargo en presencia de 3-metiladenina (inhibidor +
PA1, figura 22) se observaron valores muy similares o cercanos al control (sin PA1).
Con DL-asparagina y metilamina si existi6 aumento de la fraccibn de volumen
lisosomal aunque no tan marcado como en el casa de PA1 (inhibidor + PA1, figuras 23
y 24).

En resumen, en presencia de los tres inhibidores de la via autofagica
lisosomal, el efecto mostrado por la PA1 sobre la fraccion de volumen peroxisomal y
de los autolisosomas (fosfatasa &acida y catalasa positivos) no se detecté. En
presencia de 3J-metiladenina, el aumento de la fraccion de volumen de los
autofagosomas catalasa + ocasionado por la PA1, no se chservd, ya que su valor se
enconiré cerca del control. La fraccidon de volumen de los autofagosomas catalasa +,
obtenida en presencia de los otros dos inhibidores (DL-asparagina y metilamina), fue
muy similar a la encontrada con PA1 (figuras 22 a la 24).
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Figura 22. Efecto de PA1 (10 ug/ml) y de 3-metiladenina (5 mM) a 120 minutos de cultivo sobre la
fraccion de volumen de: A. autolisosomas fosfatasa acida positivo, y B. peroxisomas, autofagosomas y
autolisosomas catalasa positivo. Los valores de cada barra representan la media + desviacion estandar
de 64 micrografias electronicas, correspondientes a 80 platos de cultivo. PA1 = peroxisomicina A1 y
3-Mad. =3-metiladenina
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Figura 23. Efecto de PA1 (10 ug/ml) y de DL-asparagina (10 mM) a 120 minutos de cultivo sobre la
fraccién de volumen de: A. autolisosomas fosfatasa acida positivo, y B. peroxisomas, autofagosomas y
autolisosomas catalasa positivo. Los valores de cada barra representan la media + desviacion estandar
de 64 micrografias electronicas, correspondientes a 80 platos de cultivo. PA1 = peroxisomicina A1 y
Asn =DL-asparagina.
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Figura 24. Efecto de PA1 (10 ug/ml) y de metilamina (10 mM) a 120 minutos de cultivo sobre la
fraccion de volumen de: A. autolisosomas fosfatasa acida positivo, y B. peroxisomas, autofagosomas y
autolisosomas catalasa positivo. Los valores de cada barra representan la media + desviacion estandar
de 64 micrografias electronicas, correspondientes a 80 platos de cultivo. PA1 = peroxisomicina A1 y
Mam, = metilamina.
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3.9 ESTUDIO BIOQUIMICO EN PRESENCIA Y AUSENCIA DE PA1 Y DE
INHIBIDORES DE LA VIA AUTOFAGICA LISOSOMAL.

3.9.1 Actividad especifica de dos enzimas peroxisomales en presencia y

ausencia de PA1 y de inhibidores de la via autofagica lisosomal.

La actividad de catalasa y tiolasa de los explantes hepaticos tratados con cada
uno de los tres inhibidores, ya sea solos 0 combinados con PA1, fue muy semejante a
la del control. En los explantes hepaticos tratados con los inhibidores y PA1, la
actividad de tiolasa fue ligeramente menor a la del control {figura 25). Lo anterior
indica que, para ambas enzimas peroxisomales, la disminucién de la actividad
enzimatica observada en presencia de PA1, no se presentd cuando los explantes se
incubaron con cada uno de los inhibidores.

3.9.2 Actividad especifica de dos enzimas lisosomales en presencia y ausencia
de PA1 y de Inhibidores de |a via autofagica lisosomal.

La actividad de caiepsina D en los explantes hepaticos tratados con cualquiera
de los tres inhibidores, ya sea solos o combinados con PA1, fue muy cercana al valar
del control. Con respecto a la actividad de fosfatasa 4cida, se obtuvo un resultado
semejantie cuando los explantes hepaticos se incubaron con DL-asparagina y con
metilamina, pero en presencia de 3-metiladenina la actividad de esta enzima fue
menor a la del control {figura 26). En sintesis, para ambas enzimas lisosomales, el
aumento de la actividad enzimatica observado en presencia de PA1, no se presentd
cuando los explantes se incubaron con cada uno de los inhibidores.
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Figura 25. Efecto de PA1 (10 ug/ml) y de tres inhibidores de la via autofagica lisosomal a 120 minutos
de cultivo, sobre la actividad especifica (U/mg proteina, %) de dos enzimas peroxisomales. A. Catalasa,
y B. 3-oxoacil-CoA tiolasa. La actividad de las enzimas se determind por quintuplicado, en el
homogenizado proveniente de los explantes de higado de 2 platos de cultivo. Los valores de cada barra
representan la media de 80 platos de cultivo + desviacion estandar. La concentracion de cada inhibidor,
solo o combinado con PA1, fue de 5 mM para 3-metiladenina y de 10 mM para Asn y metilamina. PA1 =
peroxisomicina A1, 3-Mad. = 3-metiladenina, Asn = DL-asparagina y Mam. = metilamina.
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Figura 26. Efecto de PA1 (10 ug/ml) y de tres inhibidores de la via autofagica lisosomal a 120 minutos
de cultivo, sobre la actividad especifica (U/mg proteina, %) de dos enzimas lisosomales. A. Catepsina D,
y B. fosfatasa acida. La actividad de las enzimas se determiné por quintuplicado, en el homogenizado
proveniente de los explantes de higado de 2 platos de cultivo. Los valores de cada barra representan la
media de 80 platos de cultivo + desviacion estandar. La concentracion de cada inhibidor, sélo o
combinado con PA1, fue de 5 mM para 3-metiladenina y de 10 mM para Asn y metilamina. PA1 =
peroxisomicina A1, 3-Mad. = 3-metiladenina, Asn = DL-asparagina y Mam. = metilamina.



CAPITULO 4

DISCUSION

Con base a los resultados obtenidos en el presente estudio, se acepta la
hipdtesis de trabajo propuesta: “La disminucién en el nimero de peroxisomas
cbservada en el higado de animales intoxicados con PA1, se debe a la degradacion de
estos organelos dafiados, por medio de la via autofagica”.

La hipétesis significa que como consecuencia del dafio sobre la membrana
peroxisomal por efectio de la PA1, probablemente se determine un aumento en la
autofagia selectiva para el peroxisoma. Este dafio en |la membrana peroxisomal,
como se mencioné anteriormente, se ha descrito en las levaduras pero no en células
eucariotes superiores. Sin embargo, debido a que [a velocidad de degradacion del
peroxisoma es muy rapida, de 4 minutes, no fue posible observar lesion alguna en (a
membrana peroxisomal por efecto de la PA1, y sdlo se encontraron a nivel
ultraestructural imagenes de vesicutas autofagicas con peroxisomas. Por o tanto, en el
presente trabajo se investigd la degradacion especifica para el peroxisoma inducida
por el efecto de la PAY, por [a via lisosomal, como un fendmeno no terminal, condicion
contraria a lo que sucede durante el dafio generalizado a la célula.

El estudio se efectud en un modelo in vitro, encontrdndose una buena
viabilidad del higado en el sistema de cultivo de érgano utilizado, lo cual nos
permite sugerir que, el efecto de PA1 sobre la degradacion de peroxisomas por el
sistema autefagico lisosomal observade en este sistema, se puede extrapolar a lo que
sucede in vivo, Ademas, previamente Sepulveda y cols.?', hablan observada imagenes
sugestivas de un proceso autofagico-lisosomal, en monos Macaca fascicularis, que
llegaron a morir y que recibieron una dosis letal Unica de PA1. Con la evidencia que
aqui se aporta al fenémeno, se plantea la posibilidad de que PA1 actie de forma

"
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selectiva sobre los peroxisomas, y estimule la degradacién de ellos por la via
aulofagica lisosomal.

Como ya sa menciond, la viabilidad del higado en cultivo fue buena de acuerdo
a los parametros de evaluacion empleados. En la ausencia de PA1 o de cualquiera de
los tres inhibidores de la via autofagica lisosomal, la ultraestructura del hepatocito, en
todos los tiempos de cultivo analizados (30, 60, 90 y 120 minutos) no cambid
significativamente en relacidn a (a muestra control (tiempo cerg). Para estos cuatro
tiempos de cultivo, la imagen general de la ultraestructura del hepatocito fue muy
similar. Sin embargo se observaron cambios en la ultraestructura del hepatocito
debidos al efecto de PA1 y al de los tres inhibidores de la via autofagica lisosomal.
Algunos de eslos cambios pueden estar relacionados con el mecanismo de accion del
inhibidor, como fue por ejemplo, con metilamina, en donde fue posible apreciar un
aumento de volumen de autolisosomas y de algunas mitocondrias. Con la DL-
asparagina ademas se observaron autofagosomas de gran tamafio. Algunos

autoreslm.‘lw."ﬂ

mencionan que lo anterior puede deberse a la acumulacion de agua y
a la formacién de amonio dentro de los organelos, por efecto de estas aminas, A los
120 minutos de cultivo, se observaron algunos cambics indicativos de deteriore en la
ultraestructura del hepatocito, en presencia de cualquiera de los tres inhibidores y, en
menor grado ¢on la PA1. No obstante, la viabilidad del higado en cultivo analizada por
parametros bioquimicos fue aceptable. En todos los tiempos de cultivo analizados,
cuando se incubé en ausencia de PA1, se demestrd induccion de la actividad de TAT
por efecto de glucagon y una liberacibn de LDH menor del 20%, datos que
correfacionan con la buena preservacion morfoldgica, y que apoyan el hecho, de que

el sistema de cultivo de érgano utilizado mantuvo viables a los explantes de higado.

Se ha demostrado que (a actividad de algunas enzimas peroxisomales, como la
catalasa, ain se detecta en la vesicula autofagica con peroxisomas®'*; ademas,
el tratamiento con PA1 no interfiere con la actividad de esta enzima segln fue
demostrado por Sepulveda y cols.* y Moreno y cois.”. Lo anterior, nos permiti
detectar la actividad de catalasa adn en etapas tardias de la aulofagia. En varios
estudios''>"'*'® ge ha utilizado a la catalasa como marcador peroxisomal, para

analizar la degradacién de este organelo bajo distintas condiciones.
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El estudio piloto nos permitid seleccionar los tiempos de cultive y las
concentraciones de PA1 de interés para el estudio. En el andlisis morfoldgico con
microscopia de luz se observaron peroxisomas aislados y peroxisomas agrupados
rodeados por un halo claro,ambos positivos a la reaccién de catalasa. Los
peroxisomas agrupados al analizarse al microscopio electrdnica de transmisién,
mostraron la ultraestructura de vesiculas con un contenido electrodenso catalasa +.
Las caracteristicas ultraestucturales de dichas vesiculas cumplen con fos criterios

morfolégicas para ser consideradas como autofagosomas'® %1971,

Por las observaciones oblenidas a partir del estudio pilote, para los
experimentos posteriores se utilizd PA1 a una concentracién de 10 ug/ml, y en base al
mantenimiento morfolégico del higado en cultivo (ya discutido anteriormente), se
emplearon tiempos de incubacion cortos de, 30, 60, 90 y 120 minutos.

El analisis morforatrico por microscopia electrénica de transmision, demosird
que por efecto de PA1, existe un aumento tanto de la fraccion de volumen de
autofagosomas que contienen peroxisomas, como de la fraccion de volumen de
autolisosomas que contienen material catalasa +, de origen peroxisomal. Dicho
incremento en |a fraccion de volumen de los autofagosomas no se ohservé en la
presencia de 3-metiladenina, DL-asparagina 0 metilamina, inhibidores especificos de !a
via autofagica lisosomal. Para esta condicién experimental, se escogieron 120 minutos
de incubacién, porque ha sido reportade’®' que es el tiempo éptimo para detectar la
actividad de estos inhibidores.

En el analisis bioquimico se demostrd, por efecto de PA1, un aumento en [a
actividad de las dos enzimas marcadoras lisosomales, catepsina D y fosfatasa acida,
lo cual se interpretd como una estimulacién de la via autofagica lisosomal, ya que
cuando se analizaron las actividades enzimaticas en presencia de los inhibidores de la
vla autofégica lisosomal, se observd que los valores obtenidos fueron muy cercanos al
control (sin PAT), e inclusive con el efecto de 3 metiladenina, se obtuvo una actividad
de fosfatasa acida much¢ menor que en el control. La actividad de fosfatasa 4cida,
como marcador lisosomal, ha sido empleada por otros investigadores como un
indicador de que a mayor fraccidn de volumen de autolisosomas se detecta mayer

actividad de esta enzima'™®'"7'%
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Las observaciones anteriores son similares a las obtenidas por otros
investigadores y, aunque en la literatura existen pocos trabajos documentando la
degradacién de peroxisomas, como parte del recambio normal de este organelo, el
papel del proceso autofigico lisosomal en la degradacién peroxisomal de
mamifero es evidenciado en los trabajos de Yokota y col. en 1995, Kondo y cal. en
1997, y Serafini y col. en 1938"7'"*'% E|os opservaron que posterior a la
proliferacion de los peroxisomas (por efecto de proliferadores peroxisomales, como
el clofibrato), el exceso de este organelo es removido por la via autofagica-
lisosomal. Esto Ultimo se corroboré porque, la reduccién del niimere de peroxisomas
por autofagia fue Inhibida por la 3-metiladenina, que como ya se mencion6 es un
inhibidor de la via autofdgica-lisosomal. Es importante destacar que en esta situacién
los peroxisomas son normales pero se encuentran en exceso, ya que uno de fos
mecanismos que poseen las células para mantener su homeostasis, es la eliminacién
de arganelos o macromoléculas que estan en exceso, via la autofagia lisosormal. En el
estudio de Serafini y col.™ se emplearon las mismas técnicas citoquimicas y
bioquimicas utilizadas en el presente estudio.

Por otro lado, aunque en el presente trabajo no se reporta un analisis
morfométrico de autofagosomas que contienen otros organelos subcelulares, ya que
no se& emplearon marcadores para ello, es muy probable que el efecto de PA1
observado, sea sobre la degradacién especifica de peroxisomas. Ademés, hay que
tomar en consideracion que, para el estudio morfométrico, se analizaron 1568
micrografias electrénicas (sin incluir el estudio piloto), las cuales fueron tomadas en
campos al azar, no encontrandose en ellas, imagenes de autofagosomas conteniendo
olros organelos. En el andlisis cualitativo que se realizé con el MET, no se observaron
indicios de autofagia lisosomal para otros organslos.

La ultraestructura de los aulolisosomas, tantc fosfatasa dcida + como
catalasa + , provenientes de explanies de higado de Macaca fascicularis incubados
con PA1 e incubados con metilamina, presentd diversas formas y tamarios. Lo anterior
puede deberse a que existen dos poblaciones de autolisosomas, dependiendo de la
actividad de degradacién que presentan, clasificdindose en tempranos y tardios'""'®,
Referente a esto, PA1 y metilamina pueden actuar a distintos niveles del procesa
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autofagico lisosomal y ocasionar la acumulacién variable y distintiva de estos dos tipos
de autolisosomas, situacidn que aunque en grado variable, también puede ser
atribuible a los otros dos inhibidores.

La actividad especifica de las dos enzimas marcadoras peroxisomales, catalasa
y tiolasa, disminuyd por efecto de PA1, probablemente indicando que menor namero
de moléculas de enzima se encuentran activas, debido a que los peroxisomas estan
disminuyendo porque se degradan a mayor velocidad por efecto de PA1. Estos
hallazgos apoyan a lcs encontrados con el analisis morfométrico, ya que por efecta de
PA1, como ya se menciond, se encontrd un aumento en la fraccidn de volumen de
autofagosomas y autolisosomas catalasa +, a todos los tiempos de cultivo analizados.
Sin embargo hay que tomar en consideracidn, que estos ensayos bioquimicos se
llevan a cabo en el homegenizado, por lo que se esta detectando tanta la actividad de
calalasa del peroxisoma como igualmente la actividad de catalasa de los
autofagosomas y de los autolisosomas®. Esta puede ser la causa de que la
disminucién de la actividad de catalasa no se correlaciond con el hallazgo
morfométrico en cuanto a la magnitud del descenso.

No obstante, sl es posible que ambas enzimas peroxisomales disminuyan en su
actividad, por el aumento de la degradacidn peroxisomal, en este momento no es
posible explicar la diferencia existente antre la actividad de catalasa y la de tiolasa, ya
que segln se describié en los resultados, por efecta de PA1 fue mayor la disminucion
de la actividad de tiolasa que |a de catalasa.

Moreno y cofs., en 1995, demostraron el efecto inhibitorio in vitro de
antracenonas dimericas estructuraimente semejantes (PA1, PA2 y T 544), sobre la
actividad de catalasa hepatica bovina®'. Posteriormente, Moreno y cols., en 1997
demostraron que la PA1 no es capaz de inhibir 1a actividad de catalasa hepatica, in
vivo **, Esto Gltimo, coincide con lo descrito por Sepdlveda y cols., donde se demostré
que la actividad de catalasa n¢o se modifica en levaduras metilotréficas can daiio
peroxisomal inducido por PA1, in vivo *. En base a los hallazgos antes mencionados, y
a los resultados del presente estudio sobre el analisis histoquimico de la actividad de
catalasa, podemos concluir que la catalasa no estd involucrada directamente en el
dafio peroxisomal causado por PA1,
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La actividad de catalasa en presencia de los tres inhibidores de la via
autofagica lisosomal (3-metiladenina, DL-asparagina y metilamina), no mostré cambio
significativo respecto al control. En contraste, en presencia de PA1, si ocurrié
disminucion de su actividad. Los resultados de este trabajo sugieren que la causa de la
disminucién de la actividad de catalasa es |la degradacion peroxisomal inducida por
PA1, via veslculas autofagicas.

Por otra parte, en levaduras, como Hansenula polymorpha, se ha sugerido que
las sefiales que inician el proceso de recambio de peroxisomas, no estan dingidas
contra las protelnas de matriz, sino hacia la membrana peroxisomal®'?, y ademas se
ha indicado, que la degradacién de peroxisomas requiere de un control muy preciso’
siluacién, que en el mamifero, por ser un organismo mas complejo se vuelve
transcendental el que la degradacion peroxisomal, cuente con sefiales muy precisas,
que le permitan a las células identificar cuales o cuantos, son los peroxisomas que
deban ser degradados. Entre los factores que podrian desencadenar el proceso
autofagico lisosomal, se encuentra cualquier agresion sobre el organelo en cuestion,
Por ello, es importante que para el conocimiento del mecanismo molecular de [a PA1
sobre los peroxisomas hepaticos, en este modelo in vitro, se pueda identificar la sefal
que desencadena la estimufacién de la degradacién peroxisomal por fa via autofdgica
lisosomal. Probablemente, en analogia a lo reportade por Sepuiveda y cols. en
levaduras metilatrdficas®, esa seftal pudiera ser la fragmentacién de la membrana
peroxisomal ocasionada por PA1.

Es importante indicar que, tanto los cambios observados en la fraccion de
volumen peroxisomal y de los cuerpos autofagicos como los cambios en la actividad
enzimatica, originados por PA1, se observaron desde los 30 minutos de cultive, por lo
que es pasible que la "sefial” necesaria para estimular la degradacién peroxisomal, se
presenta en tiempos mas breves. Lo anterior, por lo tanto, sera motivo del estudio a
tiempos mas cortos y probablemente reforzdndose ademéas, con ofras estrategias
experimentales, como seria el analisis inmunocitoquimico de las mismas enzimas
marcadoras aqul empleadas.

Por [a accién de PA1 se estimula la via autcfigica lisosomal, ya que al



77

analizarse tanto la fraccidn de volumen peroxisomal y la de los cuerpos autofagicos
como la actividad de las enzimas marcadoras lisosomales, en presencia de cualquiera
de los tres inhibidores de la via autofdgica lisosomal se encontré una respuesta que
fue dirigida a anular el efecto de PAT. Los inhibidores bloquean el proceso autofagico
lisosomal en diferentes pasos, por ejemplo, para el casc de 3-metiladenina, que se
conoce inhibe la formacion de autofagosomas porque bloquea el secuestro

10%.(10.118.781 5@ encontrd el nivel de autofagosomas catalasa + muy cercano

autofagico
al contral, y se obtuvo un aumento con una diferencia significativa, en los peroxisomas
en relacién al control (basal). Este dltimo hallazgo, probablemente es el resultado de
que se acumularon peroxisomas en el citoplasma, por el bloqueo autofagico
ocasionado paor [a 3-metiladenina. Los resultados observados tanto morfoldgicos como
bioquimicos, en los controles intemos de cada uno de los tres inhibidores (esto es
cuando el inhibidor se encuentra $6lo), coinciden con los reportes de otros
aUtCIreS‘m"W'“o'"lJ”.

Considerando los objetivos del presente trabajo, no se establecid el tipo de
dafio que pudieran haber sufrido los peroxisomas por la accién de PA1, pero adn asi,
los haliazgos de la presente investigacion, nos permiten proponer un mecanismo
probable mediante el cual PA1 disminuye el nimero de peroxisomas (figura 27). La
PA1, puede estar actuando sobre los peroxisomas provocandoles una lesion en su
membrana (esto en analogia con (o que sucede en fas levaduras). Estos peroxisomas
dadados son rapldamente secuestrados por una membrana pre-autofagica,
formandose autofagosomas que contlenen peroxisomas, que son degradados por
la via autofagica lisosomal, per lo que se encuentran abundantes autolisosomas con
material catalasa +, esto es de origen peroxisomal. Estos autofagosomas que
contienen peroxisomas dafiados coexisten con percxisomas no dafiados, que estan
en menor numero, pudiéndose explicar asi, 1a disminucién del nimero de peroxisomas
observada por efecto de PA1.

La cinética del estudio morfométrico obtenida en la presente investigacion,
permite corroborar el mecanismo propuesto. En funcidn del tiempo, conforme los
peroxisomas disminuyen por efecto de PA1, los autofagosomas con peroxisomas
y los autolisosomas con material de origen peroxisomal aumentan, en relacion a
sus respectivos controles (figuras 11 y 18).
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Figura 27. Esquema del mecanismo propuesto, mediante el cual peroxisomicina A1 (PA1) disminuye
el nimero de peroxisomas en el hepatocito de Macaca fascicularis, en un modelo in vitro.

Yasmineh y cols.'®, en un estudio efectuado con ratas inyectadas por via
intraperitoneal con el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) recombinante humano,
observaron una disminucion en el nimero y el tamafio de los peroxisomas hepaticos, y
en la actividad de catalasa. Estos autores postularon que, el TNF-a moviliza la
subunidades de catalasa del higado hacia sitios de inflamacién en donde se forman los
radicales libres. Como puede apreciarse, este mecanismo difiere del que proponemos
nosotros para explicar la disminuciéon de peroxisomas por efecto de PA1 en nuestro
modelo experimental in vitro.

Como ya se menciond, en el presente trabajo no se identifico la lesion de la
membrana peroxisomal que pudiera representar la “sefial” necesaria para la
estimulacion de la degradacion peroxisomal desencadenada por PA1; no obstante la
evidencia que aqui se presenta, sugiere de manera importante la participacion del
proceso autofagico lisosomal,
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En el hepatocito de mamifero como en las levaduras, hasta la fecha se
desconoce el mecanismo molecular de la interaccion existente entre PA1 y la
membrana peroxisomal®*. Sin embargo con los datos aqui presentados, es muy
probable que el organelo blanco de la PA1 en el hepatocito sea el peroxisoma.



CAPITULO S

CONCLUSIONES, PERSPECTIVAS Y CONTRIBUCIONES.

5.1 CONCLUSIONES

. S& acepta la hipdtesis de trabajo planteada: “La disminucién en el nimero de
peroxisomas observada en el higado de animales intoxicados con PA1, se
debe a la degradacldon de estos organelos dahados, por medio de la via
autofagica lisosomai”.

. La peroxisomicina A1 (PA1) causa una disminucién en el numero de peroxisomas
en este modelo in vitro de la misma forma que en el animal completo.

. Esta disminucion en el numero de peroxisomas se debe a la estimulacion de |a via
autofagica lisosomal y por lo tanto al incremento en la degradacion de estos
organelos.

. Por efecto de PA1, la actividad de las dos enzimas marcadoras del peroxisoma se
encuentra disminulda como consecuencia de la degradacion de peroxisomas.

. Por efecta de PA1, aumenta la actividad de las dos enzimas marcadoras
lisocsomales debido a la estimuiacidn de la via autofagica lisosomal.

. La estimulacién, de la degradacién de peroxisomas via autofdgica lisesomal
causada por PA1, es inhibida por DL-asparagina, metilamina y 3-metiladenina
(inhibidores de dicha via).

80
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5.2 PERSPECTIVAS

1. Investigar sl en los peroxisomas de mamifero se presenta e dafio en la membrana
peroxisomal, observado en las células de levadura.

2. Evaluar la degradacién de otros organelos en este mismo sistema, para definir la
especificidad del fendémeno en relacion a la degradacion peroxisomal.

3. Evaluar in vivo, el efecto de estos inhibidores de la via autofagica lisosomal (DL-
asparagina, metilamina y 3-metiladenina) y comparar con el fenomenc observado in
vitro .

5.3 CONTRIBUCIONES

El presente estudio contribuye a eésclarecer el mecanismo de accidn de PA1 y
sugiere la posibilidad de utilizar a estos inhibidores de la via autofagica lisosomal en el
animal completo para bloquear el efecto de PA1.



APENDICE A

ESTUDIO PILOTO

A1 OBJETIVO DEL ESTUDIO PILOTO.

Definir los tiempos de Incubacién y las concentraciones de Ila
peroxisomicina A1 (PA1) ulilizadas en el cultivo de drgano del trabajo de
investigacion denominado “Efeclo de la Peroxisomicina A1 sobre la autofagia de
peroxisomas en el higado de Macaca fasciculans en un modelo in vitro”.

A.2 ESTRATEGIA EXPERIMENTAL .

Para la estrategia de trabajo en el estudio piloto se utilizé el modelo
experimental del cultivo de érgano de higado de Macaca fasciculans, incubado en
presencia y ausencia de peroxisomicina A1,

La disolucidn de la toxina paeroxisomicing A1 (PA1), se efectué inmediatamente
antes de su utilizacion, con etanol absolufo; la concentracion final del etanol en el
medio nutriente fue de 0.1% (vA). PA1 se almacend siempre a -20 °C, protegida de la
luz y la humedad.

En las figuras 28 y 29 se muestran los diagramas que representan |a estrategia
experimental del estudio piloto.
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Figura 28. Resumen de la estrategia experimental del estudio piloto; puntos més relevantes. Microscopia
electrénica de transmision (MET) y microscopia de luz (ML).

En la figura 29, se presenta el andlisis morfométrico por microscopia de luz,
detalles de estas técnicas se encuentran en el capitulo de materiales y metodos.
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Figura 29. Andlisis morfométrico por microscopia de luz (ML) como parte fundamental de la estrategia
experimental del estudio piloto,

A.2.1 Estandarizacion del cultivo de érgano.

Para la estandarizacién del cultivo de érgano, se analizé el efecto que tiene el
proceso de congelacién y descongelacién sobre el mantenimiento del higado en
cultivo (en ausencia de peroxisomicina A1) y se concluyé que en los cultivos
provenientes de higado congelado-descongelado, aiin en presencia del DMSO como
crioprotector, la histologia del higado de Macaca fascicularis no se conserva, por o
que en el estudio piloto y en los experimentos posteriores se efectuaron los cultivos de
érgano con el higado sin congelar. Ademas, se prepararon cultivos de 6rgano control
carentes de peroxisomicina A1 pero con etanol al 0.1 % (v/v), que fue la concentracion
de disolucion para la toxina. Se probaron varios medios nutrientes (MEM, Dulbecco y
L-15), suplementos y cantidad de explantes de higado por placa de cultivo. Después
de analizar los parametros anteriores, se establecié la técnica para el cultivo de érgano
que se describe en la seccion 2.4.3 del capitulo de materiales y metodos.

Las caracteristicas y condiciones del cultivo de 6érgano del estudio piloto se
muestran en la tabla lll.
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CULTIVO DE ORGANO EN EL ESTUDIO PILOTO: CARACTERISTICAS Y CONDICIONES
ESPECIFICAS EMPLEADAS PARA EL HIGADO DEL MONO MACACA FASCICULARIS.

Monos incubacion a 37°C Concentracién * Total Tiempos
M.fasc. { (49 - 50 explanies de platos de .
higado de 1mm da grosor, dfcultiva | incubacién
por plato, con media L-15y
adiciones)
Estudio 1 S/ peroxisomicing A1 (PA1) 0.0 pg/ml 280 |05,1-8,12,
pilota C/ peroxigomicina Al 2.5 ug/ml 280 16,24,48,y
5.0 pg/mi 280 |72 horas
10.0 pg/m 280 |(paratodas las
20.0 ug/mi 280 concs. de PA1,
@l control y el
C! glucagon (ver viabilidad 0.1 uM 140 |incubada con
del cultrvo en seccidn 2.4.4 ’ glucagon)
del capitulo de mateniales y
metodos)

' Como ya se Indicd, la peroxisomicina A1 se disolvid en elanol absoluto, los inhibidores de la via
autofagica-lisosomal (metilamina, 3-metiladenina y DL-aspamagina) se disolvieron en solucion de
Hanks, y sa tomaron los volumenes adecuadoa de las goluciones de la toxina para obtener las
concentraciches finales rsquendas en ol medio de cultiva (L-15 con adiciones).

® La recolecta de ks explantes se efectud "ol azar’ después de los tiempos indicados en la tabla, con la
ayuda de unas pinzas finas para no dafiar al tejido, & inmediataments se colocaron algunos en el
fijador, (glutaraldehido & la concentracidn indicada més adelante) para los an4lisis morfométricos y de
viabilidad. Otros explantes para los estudios bioquimicos y de viabilidad, se recolectaron y se lavaron 3
vaces con solucdn salina astéril (cloruro de sodio al 0.9% (piv)). En el Gitimo lavado sa suplemento la
solucion salina con dimetilsulfdxido al 10% (viv), @ inmediataments fueron congelados los explantes a
-20°C, y descongelados hasta e momento que se requirieron,

A.3 RESULTADOS

Previo a los experimentos disefiades para probar la hipotesis de trabajo y de

acuerdo a los objetivos, como ya se indicd se efectud un estudio piloto para poder
definir |as concentraciones y los tiempos de incubacién con PA1 en nuestro sistema de
cultivo de drgano. Los tiempos de recolecta del estudio piloto fueron; 0.5, 1a 8, 12,
16, 24 y 72 horas. Tanto para al estudio piloto como para todos los experimentos
subsecuentes se analizd la integridad marfoldgica y funcional del higado y la viabilidad
de los explantes de higado en 8l cultive de érgano.
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A.3.1 Integridad morfoldgica y funcional del higado.

Con el fin de evaluar la integridad morfolégica y funcional del higado, del
numero total de monos Macaca fasciculars que se procesaron para cada uno de los
cultivos de drgano, se realizaron anélisis morfolégico con microscopia de fuz (ML), y
analisis bioquimico.

A.3.1.1 Analisis morfolégico con microscopia de luz (ML).

Los cortes histolégicos del higado teflidos con HE (figura 30 A), mostraron la
histologia normal del érgano, en donde se aprecit la arquitectura poliédrica de los
hepatocitos con sus nucleos bien definidos, la formacion de los tabiques hepaticos y la
presencia de sinusoides. El citoplasma de los hepatocitos presentd escasos depositos
de grasa, los cuales se observan como pequefias gotas de lipidos tefiidas con el
colorante rojo oleoso (figura 30 B) y ademas sin contenido de glucégena (figura 30 C),
ya que la presencia de este carbohidrato con la reaccion de PAS, se manifiesta come
un depésito color magenta.

A.3.1.2 Andlisis bloquimico.

En la tabla [V se muestra la actividad especifica de TAT en el higado previo al
cultivo, valor que se toméd como referencia para la actividad de la enzima en el cultiva
de drgano y la respuesta 8 glucagon (ver mas adelante en viabilidad del cultivo de
érgano).

TABLA IV,

ACTIVIDAD ESPECIFICA {U/mg PROTEINA) DE TAT EN EL
HIGADO DE MACACA FASCICULARIS" PREVIO AL

CULTIVO DE ORGANQ.
Horas Cultive U/mg Prot ¢ Desviacién estandar
0 0.109 £ 0.013

¢ Actvidad especifica de TAT en 8 homogenizado hepalica. El valor
representa la media de la actividad de los cuatro monos totales
empleados.



Figura 30. Higado de Macaca fascicularis, en el tiempo cero.
A: Tincibn de hematoxilina y eosina (HE). Nucleo del hepatocito
(7). 50 X. B: Tincién del rojo oleoso O. Depésito de grasa ( T).
50 X. C: Reaccion del acido peryodico de Schiff (PAS). Nucleo del
hepatocito ( T ). 31 X. Microscopia de luz, campo claro.
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A.3.2 Viabilidad de los explantes da higado de los cultive de drgano, del estudio
plloto.

Para evaluar la viabilidad de les explantes del higado en el cultivo de érgano, se
realizaron andlisis morfolégico con microscopla de iuz, y analisis bioquimico: induccion
de la activided de la enzima tirosina aminotransferasa (TAT) y liberacidn de lactato
deshidrogenasa (LDH) al medio de cultivo. Ei cultivo de drgano fue preparadec segun
las condiciones que se muesiran en la tabla lil.

A.3.2.1 Anélisis morfolégico con microscopia de luz (ML),

Cuando se analizaron al microscopio de luz, cortes semifinos de explantes de
higado de Macaca fascicuiaris incubados hasta las 24 horas sin PA1, procesados para
la reaccién citoquimica de catalasa, se observd que la mayorfa de los hepatocitos
carecian de nlclea, con ei citoplasma un poco extraido y en algunas de las células no
se les distinguid bien el limite celular, por lo que la histologia normal del higado se
perdi6. La posilividad a la reaccion de catalasa, se encontrd distribuida uniformente, en
todo el citoplasma de los hepatocitos. Estos cambios se presentaron gradualmente con
¢l tiempo, inicidndose ellos aproximadamente a partir de las 5 horas de cultivo, de
forma tal que, para las 72 horas, el deterioro morfolégico fue ain mayor que para las
24 horas. Lo anterior se demostrd tanto para los explantes incubados en L-15 como en
los medios Dulbecco y MEM.

A.3.2.2 Analis(s bioguimico.

A.3.2.2.1 Induccién de la actividad de tirosina aminotransferasa

(TAT),

La actividad de TAT fue inducida por accién de glucagon en los explantes de
higado incubados hasta las 8 horas de cultivo, aunque el maximo efecto inductivo fue
@ las 8 horas. En los tiempos posteriores de cultivo analizados, no se encontrd
induccién de la actividad de TAT, en relacién a su contral {sin glucagon). Por otro lado,
no se presentd ningun efecto de la PA1 sobre la actividad de TAT, a cuaiquier
concentracién de PA1 y tiempos de cultivo (tabla V).
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VIABILIDAD DEL HIGADQ EN EL CULTIVO DE ORGANO. EFECTO DE GLUCAGON Y
DE PA1 SOBRE LA ACTIVIDAD ESPECIFICA DE TIROSINA AMINOTRANSFERASA
(TAT) A DIFERENTES TIEMPOS DE CULTIVO *,

ACTIVIDAD ESPECIFICA DE TAT {U/mg Proteina.} + DESVIACION ESTANDAR
Horas Cancentracion de Peroxisomicina A{ (PA1)
Cultivo
S!Glucagon | C/Glucagon | 2.5 pg/mi 5 pg/mi 10 ug/ml 20 pg/mi
S/PA1 SIPA1
05 0093+0021 { 01540017 | 0.088:0021 | 0.095£0013 | 0.115£0.020 [ 0.101 £0.015
1 00890+0015 | 02685:0056 | 009120013 | 0090:0.012 | 0032+0.010 |0.091 +0.018
2 0127+0014 | 03530039 | 012320015 | 0.118£0.010 | 0.125+0.012 | 0.126 £0.018
3 01360022 | 0415¢0063 | D118+0.024 | 0.130+0.022 | 0133+ 0018 | 0.137+0.025
4 013020018 | 051540049 | 012740016 | 0.125:0.027 | 0.119:0.023 | 0.118+0.018
5 01240011 | 0545:0037 | 01220019 | 01160016 | 0.125+0.014 | 0.121£0.020
<] 0126+0018 | 0873x0058 | 011520011 | 012410018 | 0.120£0.011 | 00981 0.017
7 0117£0026 | 0573+0060 | 012120018 | D119+0.014 | D197 +0.012 | 0.1202 0.093
8 012520014 | 02010031 | 0.099+0023 | 0.127:0.013 | 0.1918+0.016 [0.12410.014
12 0119020012 | 0148+0022 | 0089:0.019 | 0.089+ 0015 | 0.120£0.027 | 0.113:0.016
16 | 010230013 | 01300019 | 0098+0.017 | 0088+0.021 | 0.105+0.019 [0.11120.012
24 | 011220017 | 018720021 | 0.106+0.020 | 0.107+0011 | 0.098+0.018 | 0.093+0.011
48 Q097 £Q019 | 0109 ¢0015 | 0.099£0.013 | 0.105+0016 | 0.121£0.020 | 0.100+0.019
72 | 0096:0025 | 0112+00%1 | 0101+0021 | 0096+0018 | 0.098+0014 [0.10210.010

' La actvidad de TAT se ensayé por quintuplicado, en al homogenizade praveniente de los explantes

de 2 platos de cultivo, & cada uno ds los tiempos de incubacidn indicados. Los valores de cada
columna reprasentan la media del total de platos de cultivo + desviacién estandar: para los controles v
tratados con PA1 (2.5, §, 10 y 20 ug/ml) son 20 platos ds cultivo, y para & incubado con glucagon
(0.1 uM) son 10. S/ = sin, T/ = con.

A.3.2.2,2 Liberacién de lactato deshidrogenasa (LDH).

La tabla VI muestra la liberacion de LDH al medio de cultivo a diferentes
concentraciones y tiempos de incubacién con PA1. En el cultivo control (sin PA1) se
detectd una liberacién de LDH menor del 20% hasta las 7 horas de cultive, pero en
tiempos posteriores a éste, se observd un incramento en este parcentaje. Ademas,
por efecto de PA1, la liberacién de LDMH aumenté por arriba del 20%, lo cual fue
dependiente del tiempo de incubacion y la concentracion de PA1.
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VIABILIDAD DEL HIGADO EN EL CULTIVO DE ORGANO. LIBERACION DE LDH AL
MEDIO DE CULTIVO EN PRESENCIA Y AUSENCIA DE PA1 A LOS DIFERENTES

TIEMPOS DE GULTIVO “.
ACTIVIDAD DE LDH (U totales), % DE LIBERACION 2 DESVIACION ESTANDAR |
Horas Concentracién de Peroxisomicina A1 {PA1)
Cultivo
Control 2.5 pg/ml 5 ng/ml 10 ug/ml 20 pg/ml
Sin PAY

0.5 8282104 10382128 5.38 + 0.89 1171 £2.11 1234 £1.29
1 84410869 1872099 1246 £1.01 12.20 £ 3.06 10.37 £ 1.35

2 585106 7521085 8461107 10.56 £ 0.73 8.94 + 1,89

3 B00£002 1080 £ 0 97 9.03 +0.59 7.5710.38 8.58 + 1.62

4 7934182 936¢168 4971080 563 +0.31 81110567
5 8514122 4960852 8.88 £0.93 17.351 1.50 1536+ 1.12
6 1608 + 2 05 1200 £202 14.53 £ 1.54 19.12+1.88 2996134
7 18112283 27152201 32154297 37.66 + 3.45 29.45 £3.08
8 2696t 174 32054293 19.89£2.56 3454125 3310+405
12 2091£370 28971265 2723305 3698 +3.11 41331509
16 31872326 30542304 59.22 +4.82 5636 +4.44 70.86 £ 8 30
24 32331297 3281£3.36 87.891517 66.2916.53 71231679
48 30072319 3948+ 269 70.56 813 7123812 78.4517.93
72 33501433 B16:3% 68.51£7.76 65.25+ 4.87 7545 £6.76

La actvidad da LDH sa ensayd en el sobrenadante del medio de cultivo, y &l porcentaje de liberacion

88 calculd en relacidn a las U totales de los axplantes de higado incubados, comao fue indicado en
matenales y métodos. Los valorea de cada columna represenlan la media de 20 plafos de aultive +
desviacion estandar, donde el ensayo de la actividad enzimatica se realizd por quintuplicada.

A.3.3 Evaluaclon morfolégica del efecto de PA1 sobre los peroxisomas hepéticos
de Macaca fascicularis por medio de ML.

En sintesis la viabilidad del higado por parémetros bloquimicos fue adecuada
hasta las 6 - 8 horas (tablas V y VI), pero la histologia normal de los explantes
hepaticos no se canservd hasta este tiempo. Las células (hepatocitos) se encontraron
bien preservadas s6lo hasta aproximadamente fas 4 horas en cultivo. Lo anterior se
observd tanto en los explantes incubados en medio nutriente L-16 como en los
in¢ubados con los medios nutrientes Dulbecco y MEM. En base a estos hallazgos, los
explantes ds higado se incubaron por 0.5, 1, 2 y 3 horas, ¥y se analizaron por ML para
evaluar el efecto de PA1 sobre los peroxisomas. Las concentraciones empleadas de

PA1 fueron; 2.5, 5, 10 y 20 pg/ml.
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En los explantes de higade de o8 cultivos control se identificaron peroxisemas
aislados por la positividad para la actividad de catalasa, con una distribucién al azar,
Por el contrario en el cultivo con PA1 se observaron ademas de los peroxisomas
gislados, paroxisomas "agrupados en estructuras que asemejan racimos” y que estan
rodeados por un halo claro (figura 31). Debido a estos hallazgos, se llevd a cabo el
andlisis marfométrico por ML de estas dos clases de estructuras con positividad para la
reaccidén citoquimica de catalasa (catalasa +), y posteriormente se analizaron las
muestras con el microscopio electrdnico de transmisién (MET) para conocer su
ultraestructura (seccién A.3.6).

La imagen de la distribucién y morfologia de los peroxisomas, vista bajo el
microscopio de contraste de fases, y que fue descrita en el parrafa anterior tanto para
&l cultivo control como para el tratado con 10 pg/ml de PA1, fue muy similar para las
otras condiciones experimentales del estudio piloto, esto es, a diferentes
concentraciones y tiempas de incubacién con PA1,

A3.4 Evaluacion morfoidgica del efecto de PA1 sobre los lisosomas hepaticos
de Macaca fascicularis con ML.

Cuando se utilizé la técnica citoquimica de fosfatasa 4cida, en general la marca
de positividad para esta enzima fus mas débil que la de catalasa, observandose mas
escasa, tanto para la muestra control como para las tratadas con PA1, a las diferentes
condiciones experimentales del estudio piloto. Lo anterior significa que al observarse
con @l microscopio de luz, el citoplasma del hepatocito presentd poca marca de
tisosomas, sabre todo &l control, dificulténdose por lo tanto su cuantificacién exacta.

A.3.5 Andlisis morfométrico por ML, del efecto de PA1 sobre los peroxisomas
hepéticos de Macaca fascicularis .

Los resultados del estudio morfométrico con ML, por medio de la reaccion
citoquimica de catalasa, demostraron que en relacion a su muestra control, 8l nimero
de peroxisomas aislados disminuyd miertras que el de peroxisomas agrupados
aumenté en cada tiempo de cultivo, a todas las concentraciones de PA1 probadas,
observandase la respuesta maxima a las 2 hovas de cultive y a la concentracion de
10 pg/ml {figuras 32 y 33).

Debido a estos hallazgos del anélisis morfométrico con ML, en donde a las
2 horas de incubacién con 10 pg/ml de PA1, se observé ef mayor efecto de PA1 sobre
fos peroxisomas tanto aisfados como agrupados, se decidié emplear Unicamente esta
dosis de 10 pg/ml de PA1 y cuatro tiempos de incubacién y recalecta; 30, 60, 90 y
120 minutos, para los siguientes experimentos cuyos resultados se describen en el

capltulo 3.
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Figura 32. Efecto de varias concentraciones de peroxisomicina A1 (2.5, 5, 10 y 20 ug/ml) sobre el
numero de peroxisomas aisfados a diferentes tiempos de cultivo de los explantes del higado de
Macaca fascicutans. Los valores de cada barra representan la media + desviacion estandar de
80 campos microscopicos contados, correspondientes a 20 platos de cuitivo.
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Figura 33. Efecto de varias concentraciones de peroxisomicina A1 (2.5, 5, 10 y 20 ug/ml) sobre el
nimero de peroxisomas agrupados en racimos a diferentes tiempos de cultivo de los explantes del
higado de Macaca fasciculans. Los valores de cada barra representan la media + desviacién estandar
de 80 campos microscopicos contados, correspondientes a 20 platos de cultivo.
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A.3.6 Ultraestructura de los “peroxisomas hepaticos aislados y agrupados” de
Macaca fascicularis.

Para conocer la ultraestructura de los “peroxisomas aislados y agrupados”
observados por ML (secciéon A.3.3 y figura 31), se prepararon cortes finos a partir de
los mismos bloques y se analizaron por MET. Los ‘peroxisomas aislados” descritos
con ML, se observaron al MET como organelos esféricos o ligeramente elipsoides y
con una matriz muy electrodensa por la positividad a la catalasa y los “peroxisomas
agrupados” , mostraron la imagen de vesiculas que poseen una membrana que
contienen uno o varios peroxisomas, identificados por la positividad a la reaccién de
catalasa (figura 34). El espacio existente entre la membrana y los peroxisomas es lo
que corresponde al halo claro que se describié en la imagen de ML. La morfologia de
esta vesicula descrita con el MET, corresponde a la de un autofagosoma catalasa +.

— . LA

Figura 34 Explantes de higado de Macaca fasciculanis, incubados por
2 horas, A. Control. Se observa un peroxisoma (p). B. Incubado con
10 ug/ml de peroxisomicina A1, Se observa un autofagosoma.
Membrana del autofagosoma que rodea a varios peroxisomas
catalasa positivo ( T ). Microscopia electronica de transmision.
Inclusion en resinas epoxicas. Reaccidn citoquimica de catalasa.
4 400 X.



APENDICEB

TABLA1

TINCION CON HEMATOXILINA Y EOSINA.

1. Cartes (5 um) del higado en
el Criostate, previa cangelacién
réplda con nitrégenc
liquidofisopentano a -70°C,

2. Enjuagar una vez con agua
destiiada, a temperatura
ambiante.

3. Teiiir los cortes por
3 minutos, con hematoxilina de
Harris (hematoxilina 0.5% (piv),
Oxido de mercuric 0.25% {plv),
alumbre de potasio 10% (piv),
en stanol at 5% {vlv) y dcido
acético 4% (viv)).

4. Lavar con agua destilada
hasta quitar ¢! exceso da
colorante.

5. Porinmersidn deshidratar en
etanol al 70% (viv).

4. Con 10 inmersigones
contrateslir los cortea con

eosina al 1% (pfv) en solucidn
alcahdélica.

7. Con 10 inmersiones cada
uno, pasar los cortes en etanol
al 70% (viv), acetona y xilol.

8. Montar los cortes en resina
{Entslan).

TABLA 2

TECNICA PARA LA DETECCION DE GRASA POR LA TINCION DEL ROJO OLEQSO 0 %,

1. Cortes {5 um) del higado en
el Criostata, previa congelacién
ripida con nitrégeno
liquidg/isgpentano a -70°C.

2. Enjuaqat una vez con agua
destilada, a tsmperatura
ambients,

3. Por inmersidn deshidratar en
etanol al 70% (viv).

4. Tefiir los cortes dentro ds
una Jarra de Koplin por
5 minutos, ¢on rajo oleoso (rojo
oleoso 0 a una concentracidn
de 1 - 2 g%, en etanol al 35%
(viv} y acetona 50% {viv)).

§. Colocar los cortes en stanol
al 70% (viv) durante
3 - 4 minutos.

6. Lavar con agua destilada
hasta quitar el axceso de
colorante.

7. Contratedir con hematoxilina
ds Harrls por 3 minutos.

8. Lavar con agua destilada
hasta quitar colorante.

8. Montar los cortes en glicerol
gelatina.

* Para los controles negativos, se sigui6 &l mismo procedimiento pero se omitid el rojo oleoso.
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TABLA 3
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TECNICA PARA LA DETECCION DE GLUCOGENOC POR LA TINCION DE LA REACCICN
DEL ACIDO PERYODICO DE SCHIFF (PAS) ".

1. Cortas (S um) del
higada &n el Cricatato,

2. Enjuagar una vez
¢on agua destilada, a

3. Tratar durante 5
minutes, con icido

4. Lavar con varlos
cambios de agua

previa congslacién temperatura ambients. | pery6dico al 0.5% (piv). destilada.
répida con nitrégeno
lfquido f isopentanc a
-70°C.
§. Tefiir los cortes 6. Lavar al chorro de 7. Centratediir con 8. Lavar al chorro de
dentro de una Jarra de agua durants hematoxilina de Harris agua durante
Koplin por 10 minutos. por 1 - 3 minutos. 2 minutos.

5 - 15 minutos, con el
reactivo de Schiff.

9. Deshidratar dos
veces en etanol al 56%
(viv), durante 3 minutos
tada ung, y en acetona

_ por 3 minutos.

10. Aclarar, colecando
en xilal dos veces, por
S minutos cada una.

11. Montar los cortes
en resina {Entelan).

* Para los controles negativos, se frald previo al paso con &cido peryddico (0.5%), con saliva por
20 minutas. Posteriormente se lavd con agua destilada por 10 minutos y se continué en paralelo desde
ol paso 3 hasta que finalizé, igual que sus respectivos problemas.

TABLA 4

METODO PARA DETERMINAR LA ACTIVIDAD DE TIROSINA AMINOTRANSFERASA °.

1. Preparar a 4°C,
homogenizados de los

2. Incubar a 37°C durants
10 minutos, 100 ul del

3. Adadir 70 pl de hidréxido
de potasio 10 N con

fragmentos o explantes de homogenizado {fuente de enzima} inmediata agitacién.
higade, can 3 o 4 voliimenes con 830 pl de la mezcla de
por g de tejida del reacciodn (L-tirosina 4.217 mM,
amortiguador fosfato de a~cetogiutarato 12 mM, fosfato de
potasia 50 mM pH 7.6. piridoxal 0.08 mM, en
amortiguador de fosfato de
potasio 0.12 M pH 7.8).

4. Después de 30 minutos a
temperatura ambienta,
dateyminar la absorbancia en el
espectrofotémetro a 331 nm.

8. Para los calculos de la actlvidad
enziméatica, se utiliza la
absortividad molar del

p-hidroxifenilpliruvato
{19.9 cm’lumol) y se aplica la
férmula camespondiente.

* Para los controles, en la incubacitn a 37°C, se les agregé primero el hidréxido de potasio y después la
fuente de enzima, ® inmediatamente 68 prosiguid igual que los problemas.
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TABLA §

METODO PARA DETERMINAR LA ACTIVIDAD DE LACTATO DESHIDROGENASA *.,

1. Proparar a 4°C, sobrenadantes {14 000 rpm,
8 - 10 minutos) de los medioa de cultivo.
Ademdés obtener homogenizados de los

fragmentos o sxplantes ds higade, con
3 0 4 volimones por g de tejldo del
amortiguador Tris-HCI 81.3 mM, pH 7.2 que
contiens NaCl 203.3 mM, y centrifugar on las
mismas condiclones sefialadas arriba para
obtener sobrenadantes de los homogenizados.
Estos ltimos sobrenadantes, se diluyeron para
@l ensayo de la actividad enzimdtica.

2. Sucesivamente pipetear en la cubeta
espectrofotométrica 833 W de la solucién de
B-NADH (0.113 mg/midisuelto en el
amortiguador de Tria-HCI, libre de inhibidores) y
agregar 7{ Jl de sobrenadante del medio de
cuitive o de sobrenadante del homogenizado,
tapar la cubeta y agitar dos wces por inversién.
Anotar el valor de |a absorbancia de “fondo"
(background) a 340 nm cadaminuto hasta que la
Izctura se estabilize. Normalmente g¢ determind
la absorbancia durante 3 a 4 minutos.

3. Iniclar la reaccidn enzimdtica por adadir 167 i
de plruvato de sodio (9.76 mM disuelto en el
amortiguador de Tria-HCl), y de nuesva cuenta
tapar la cubeta y agitar dos veces por inversion.
Anatar la disminucién en |a absorbancia a
340 nm cada minuto y monitorear hasta por
10 minutos, ¢ hasta que ocurma un cambio lineal
de la absorbancia de 2 0.2.

4, Para los céiculos de la sctividad enzimatica,
89 determina el cambi negative en la
ahsorbancia a partir de la adicién del piruvato,
so utiliza la absortividad molar del NADH
(6.22 cm*/pmol) y se apiica la fSrmula
corespandients,

* Para los controles negativos, la reaccidn se llevo a cabo en ausencia de NADH,




TABLA 8

o8

TECNICA CITOQUIMICA PARA LA DETECCION DE LA ACTIVIDAD DE CATALASA
PEROXISOMAL ",

1. Fijar fas muestras a
4°C durante
60 - 80 minutoa, con
glutaraldehido 1.5%

2. Lavar 3 veces por
3 minutos cada unoy &
4°C, con amartiguador

de cacodilatos 0.1 M

3. Fragmentar las
muestras hasta un
grosor de 1 mm,

4. Incubar a 37 °C por
45 minutos, en medio
DAB (diaminobenzidina
5 mM can peraxida de

{viv) sn amortiguador | pH 7.2 - 7.4 adiclonado hidrégena 0.15%) en
de cacodilatos 0.1 M con sacarosa 7.5% amortiguador de
pH 7.2 - 7.4 adicionado (pv)- glicina salina 0.1 M
con ¢clorure de calclo pH 10.5
0.05% (piv).
8. Lavar 3 veces por B. Post fijar las 7. Deshidratar las 8. Colocar dos veces

§ minutos cada uno,
can amortiguador de
cacodilatos 0.1 M
pH 7.2 - 7.4 adiclonado
con sacarosa 7.5%
(piv).

muestras a 4°C durante
83 minutos, con
tetradxido de osmio al
2% (piv) on
amortiguador de
cacodilatoa 0.1 M
pHT.2-T4

muestras durante
§ minutos cada uno,
con etanocl al 60%, 70%,
80% y 90% (viv), y tres
veces con etanol al
100%, por 10 minutos
cada uno.

en el aclarante {Gxido
de propileno al 100%}
durante 20 minutos
cada uno.

9. Colocar durante toda
la noche, en una
mezcla 1:1 de epon
{resinas epéxicas) -
dxido de proplleno.

10. Pre inclusién a
tomperatura ambiente
duranta 80 minutos,
colacando las
muestras en moldas
para inclusién con
epon al 100%.

11. Inclusién y
polimerizacién a 60°C
durante 24 - 48 horas.

* Para los controles negalivos, se incubaron a 37°C las muestras en el medio de DAB, en ausencia del
substrato (perdxido de hidrégeno).
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TECNICA CITOQUIMICA PARA LA DETECCION DE LA ACTIVIDAD DE FOSFATASA ACIDA
LISOSOMAL *,

1. Fljar las muestras a

2. Lavar J veces por

3. Fragmentar las

4. Incubar a 37 °C por

4°C durants Sminutos cadaunoya| muestras hasta un 60 minutos, en medio
120 minutos, con 4°C, con amortiguador grosor de 1 mm. Gomori
glutaraldehido 3% (viv) | de cacodilatos 0.1 M (Bglicerofosfato de
en amortiguadorde | pH 7.2 -7.4 adicionado sodlc 8 mM, en
cacodilatos 0.1 M con sacarosa 7.5% amartiguador de tris
pHT7.2-74. {piv). Colocar después maleato .04 M pH 5.4
las muestras en ol adicionado can
refrigerador por sacarosa 7.5% (pv) y
12 - 24 horas, en ol nitrato de plomo 0.13%
mismo amortiguador. (piv)).
§. Lavar 2 veces por £. Post fijar las 7. Deshidratar las 8, Colocar las muestras
2 minutos cada uno, | muestras a 4°C durante muestras durante durants toda la nache,
con amortiguador de 30 minutos, con 2 minutos cada uno, en unamezcla 1:1 de
acetato de sodio 0.1 M | tetradxido de osmio con acetona al 30%, spon (resinas
pH 5.4, al 2% (piv) en 50%, y 70% {viv), con epdxicas) - acetona,
amortiguador de acetona al 90% {viv)
cacodilates 0.1 M por 5 minutos, y tres
PHT.2-7.4. veces con acetona al
100%, por 5 minutos
cada una.
9. Pre Inclusidn a 10. Inclugién y
temperatura ambiente | polimerizacién a 60°C
durants §0 minutos, durante 24 - 48 horas,

colocando las
muestras en moldes
para inclusidn con
epan al 100%.

® Para los cantroles negativos {identificacién del depdsito inespecifico de fosfato de ploma), se siguit sl
mismo procedimiento, pero en la incubacién @ 37°C, al medio Gomori no se le afadié substrato
(B-glicerofosiato de sodio).
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TABLA B

ENSAYQ BIOQUIMICO PARA DETERMINAR LA ACTIVIDAD DE CATALASA
PEROXISOMAL °.

1. Preparar a 4°C, homogenizados de los
sxplantes de higado con 4 o ¥ volimenas por
g de tejido del amortiguador fosfato de potasio
50 mM pH 7.4. Algunos homogenizadoa se
diluysron con 8l misme amortiguador pars @l
ensayo de la actividad enzimdtica.

2 Sucesivamente pipetear en la cubeta
espectrofotométrica 850 pl del amortiguador
fostfato de potasio 50 mM pH 7.4, y agregarle

40 pl del homogenizado, tapar la cubeta y
agitar doa veces por Inversién, Anotar el valor
de |n absorbancla a 240 nm él cual
corresponde al blanca de reactivos.

3. Iniciar la reaccion enzimitica al afiadir 10 pl de
perdxido de hidrégeno (8% viv sn amortiguador
fosfato de potasio 50 mM pH 7.4}, de nueva cusnta
fapar la cubets y agitar doe veces por Inversion.
Anotar la disminugidn ¢n la absarbancis & 240 nm
cada minuto y monitorear la cinética enzimdtica
hasta por § minutos.

4. Para los calcuios de la actividad enzimatica
se determina la disminucion de la absorbancia
del perdxido de hidrégeno, se utiliza su
absortividad molar (0.036 em’fumal) y se aplica
la férmula correspondienta.

* Para los controles negativos, la reaccion se efectué en ausencia de peréxido de hidrdgeno. Ademas,
también s8 prepararon controles positivos con catalasa purificads de higado de ratén.

TABLA S

ENSAYO BIOQUIMICO PARA DETERMINAR LA ACTIVIDAD DE TIOLASA PEROXISOMAL *.

1. Preparar a 4°C, homogenizadoa de los
sxplantes de higado con 6 o7 volumenes por
g de te)ido del amortiguador Tris-HCI 10 mM,
pH 7.4. Alguncs homogenizados se diluyeron con
el mismo amortiguador para ol snsayo de la
actividad enzimitica,

2. Sucesivamente pipetear en la cubeta
espectrofotométrica 959 pl de la mezcla de
reaccién ® (MgCly 26.18 mM, piruvate de sodio
10.47 mM, NAD"' 1.047 mM,
3-hidroxiacil-CoA deshidrogenasa 10.47 ug/ml,
lactato deshidrogenasa 20.85 mM, en 900 pl de
amortiguador Tris-HCl 50 mM pH 9.0 con
$0 ug/ml BSA y 50 mM KCl), agregar 35 wl del
homogenizado y § yl del substrato
DL-3-hidroxidecanoil-CoA éster (10 mM), tapar
la cubets y agitar dos veces por inversidn.
Anotar el valor de la absorbancia a 303 nm
hasta un aumento mdximo & 1os 3 o 4 minutos.
Eate aumento corresponde a la actividad de
gpimerasa.

3. Iniciar la reaccién enzimética de ticlass al
aftadir 10 pl de CoA-SH (14.88 mM), de nusva
cusnta tapar la cubsta y agitar dos veces por
Inversién. Anotar la disminuciénenly
absarbancia 8 303 nm cada minuto y monitorear la
cindtica snzimética hasta por 10 minutos,

4. Para los célcules de la actlvidad enzimatica
se determina la disminucién de la absorbancia
del complejo de 3-cetoacildecanoll-CoA con
Mg a partir de la adicién ds la CoA-SH, s8
utiliza |a absortividad molar dsl complsjo
(13.4 em*pmol) y se aplica la férmula
comespondients.

* Para los controles negativos, la reaccion se llevo 8 cabo en ausencia de subsirato y de CoA-SH,
® En la mezcla de reaccion 38 utilizaron las dos enzimas diluidas en sl amortiguador Tris-HCI 10 mM

pH 7 4.
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ENSAYQ BIOQUIMICO PARA DETERMINAR LA ACTIVIDAD DE FOSFATASA

ACIDA LISOSOMAL *.

1. Preparar a 4°C, homogenizados
de ios fragmentos o explantea de
higado, con € ¢ 7 volimenss por
g de tejido del amortiguador acetato
de sodio 0.1 M pH 5.0,

2. Incubar a 37°C durants
15 minutes, 0.1 mli del
homegenlzado (fusnts de enzima)

con 1.9 mi de la mazcia de

reaccién {p-glicerofosfato de
sodio 52.632 mM, Tritén X-100

0.211% viv, en amortiguador

aceatato de sodio 26.32 mM

pH 5.0).

3. Afadir 0.5 ml de
écldo tricloroacético
30% (piv) con
inmaediata agitacién,

4. Centrifugar los tubos a 3000 rpm
por 18 minutos. Posteriorments, a
cada sobrenadante determinar por

duplicado, Ja concentracion de
fosfato Inorgdnice por la técnica
de Fiske-SubbaRow.

. Pars los céiculos ds la actividad
snzimitica, s& utilizan los valores
de |a curva patrdm de fosfato
Inorgénico y se aplica la férmula
correspondients.

* Para los controles, en la ncubacion a 37°C, se les agregd primero el &cido tricloroacético y después

la fuants de enzima, @ inmediatamente s procedid igual que los problemas.




TABLA 11

TECNICA DE FISKE-SUBBAROW PARA LA DETERMINACION DE FOSFATO

INORGANICO *,
1. A 1 ml de sobrenadante (post 2. Después, anadir 1 ml de 3. Mantener los tubos
centrifugacién a 2500 rpm) molibdato de amonio 2.5% (plv), | 10 minutos a temperatura
agregar 1 ml de H,SO, 5N con | 0.4 ml de la solucién reductante * | ambiente y determinar la
agitacién vigorosa. y llevar con agua destilada hasta | absorbancia a 660 nm.
un volumen de 5 ml, e
inmediatamente agitar. \

* Simultdneamente con los sobrenadantes control y problema, se prepard para cada

curva patrén de fosfato inorganico, para lo cual se empled una solucién de trabajo de KH2POsq 1mM
De esta solucion se tomaron los volumenes adecuados para obtener los estandares de fosfato, que
fueron desde 0.1 hasta 1 ymol y se diluyé hasta 1 ml con el amortiguador de homogenizacion a la
misma concentracion final que tienen las muestras. Después se procedié igual que para los

sobrenadantes de las muestras.

* Reactivo reductor de Fiske & Subbarow (acido 1-amino-2-naftol-4-sulfonico, sulfito de sodio y bisulfito
de sodio) de Sigma: 0.25 g del reactivo se disolvid en agua desionizada hasta un volumen de 10 ml

(solucidon reductante).
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TABLA 12

ENSAYO BIOQUIMICO PARA DETERMINAR LA ACTIVIDAD DE CATEPSINA D
LISOSOMAL *,

1. Preparar a 4°C, 2. Incubar a 37°C durante 40 minutos, | 3. Afadir 2.0 mi de acido
homogenizados de los 0.1 mi del homogenizado (fuente de | tricloroacético 5% (p/v)
fragmentos o explantes de enzima) con 1.9 ml de la mezclade |con inmediata agitacion.
higado, con 6 o 7 volimenes | reaccién (1.0 ml solucién acuosa de

por g de tejido del hemoglobina dializada 2% piv, 0.4 ml
amortiguador acetato de sodio agua desionizada, y 0.5 mi de
0.1 MpH 3.8. amortiguador acetato de sodio 0.1 M
pH 3.8).

4. Colocar los tubos en hielo | 5, Para los calculos de la actividad
por 15 minutos y centrifugar a | enzimaética, se utilizan los valores de
3000 rpm por 15 minutos. la curva patrén de L-tirosina * y se
Posteriormente, filtrar los aplica la férmula correspondiente.
sobrenadantes y a cada uno,
medirles /a concentracién de
L-tirosina, por determinarla
absorbancia a 280 nm.

* Para los controles, en la incubacion a 37°C, se les agregd primero el 4cido tricloroacético y después la
fuente de enzima, e inmediatamente se prosigui6 igual que los problemas.

* Simultaneamente con los sobrenadarites control y problema, se preparé ps cadlmcﬂmum
curva patrén de L-tirosina, para lo cual se empled una solucién de trabajo L-&mzso
esta solucién se tomaron los volumenes adecuados p "mmam

desde 12 5 hasta 250 pg/mi y se diluyo hasta 1 mi con el a a
concentracion final que tienen las muestras. Después se pi %
las muestras.
\ DE NUEV
cumuutmuosunnom

ABSORBANCIA (280 nm)
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TABLA 13

METODO DE BRADFORD PARA DETERMINAR LA CONCENTRACION DE PROTEINA *,

1. Pipetar 0.2 ml de cada 2. Mantener las soluciones 3. Para los célculos de la
muestra (con dilucién adecuada) 30 minutos a temperatura concentracién de proteina,
y afadir 1 ml del colorante de ambiente y determinar su se utilizan los valores de la

Bio-Rad (diluido 1:5 con agua absorbancia a 595 nm. curva patron de BSA y se
desionizada: azul brillante de aplica la férmula
Coomassie G-250, dcido correspondiente.

fosférico y metanol; ensayo
estandar). Filtrar el colorante
diluido inmediatamente antes de
utilizarse.

* Simultaneamente con las muestras, se prepard para cada experimento curvas patron de proteina, ya
sea con el amortiguador de homogenizacién de pH 7.4 o con el de pH 5.0, para lo cual se empled una
solucién de trabajo (Bio-Rad) con albimina sérica bovina (BSA) de 1 mg/ml. De esta solucion se
tomaron los volumenes adecuados para obtener los estandares de proteina, que fueron desde
2.5 hasta 20 pg/m! y se diluyo hasta 0.2 ml con el amortiguador de homogenizacion a la misma
concentracion final que tienen las muestras. Después se procedié igual que para las muestras.

CURVA PATRON DE PROTEINAS

CONCENTRACION ug/ml

Figura 37. Curva patrén de proteina, cada punto representa el
promedio de 20 curvas patrén con su desviacion estandar, y los
puntos de cada curva resultaron del analisis de cuatro
determinaciones.



APENDICE C
CALCULO DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA.

Los ensayos bioquimicos para determinar ka actividad de todas las enzimas fueron por
métodos espectrofotométricos. En las determinaciones espectrofolométricas se emplearon
cubetas de vidrio, en el espectra visible, y cubetas de cuarzo para el ultravioleta, ambas con
1 cm de trayecto Optico.

La deduccién de la ecuacidn general para la obtencion de la actividad enzimética, por
metodos espectrofotométricos, se basa en dos pnncipios fundamentales: la definicién
intemacional de unidad de actividad enzimatica y la ley de Lambert-Beer, ley que establece que
el cambio de absorbancia es directamente proporcional tanto a la absortividad molar y al cambic
de concentracién del compuesto en andlisis, como al trayecto optico del haz. Lo anterior se
expresa matematica y respactivamente como:

U=AC/t Ecuacion (1)
AA = (g} (AC) (d) Ecuacion (2)
Donde: U = Unidades de actividad enzimatica (umol/minuto)
4C = Cambio de cancentracidn del substrato o producto (umol)
t = Tiempo (minuto)
AA = Cambio de absorbancia del substrato o producto

& = Absortividad molar del substrato o producto (cm/umol}
d = Espesor de la cubeta (distancia que recorre el haz de luz) (cm)

Al despejar AC en la ecuacidn (1) y después sustituida en la ecuacion (2) se obtiene la
ecuacion (3):

ac = (U)(t)

AA = (€) (U) (1) () Ecuacion (3)
Si se despeja U de la ecuacion (3) resulta;
UsaA/(e) (t){d)

Dado que U/ml proviens de las dimensiones de £ t d ya que:

U = umol/min
U/mi = umol/min/mf
U= AA s QA = AA (umol/min) (ml)  Porlo tanto la
(cm/umol) (min) (cm)  (min/umol) (em") ecuaci6n (3) se

puede expresar

105
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por unidad de volumen (U/ml) de la siguiente forma:

UmlaAA/(s) (1) (d) | Ecuacion general para el céiculo
de la aclividad enzimatica.

Esta ecuaclon general, fus la que se emplied para el cilculo de las actividades de
lactato deshidrogenasa, catalasa y ticlasa peroxisomal; para la actividad de tirosina
aminotransferasa se utifizé la misma ecuacldén pero en lugar de utilizar AA fue A
{absorbancia neta, porque se la restd la absorbancia del control a |a del problema). Ademas
para el calculo de las actividades enzimaticas se consideraron otros parametros tales como: e/
volumen tatal def ensayo en la mexcia de reaccin (ya sea en of tubo de ensaye o en fa cubsta
del espactrofotdmelro) y la dilucidn de la anzima, tanic en la mezcla de reaccion como en la
muestra bicldgica, ésta (itima normalmenta fue un homogenizado.

Si per definicidn una unidad (U) es la transformacidn o la destrucciéon de 1 pmol de
substrato ¢ la formacn de 1pmaol de producto por minuto durante la reaccidn enzimatica, se
efectuaron para todas las enzimas, las comecciones necesarias para expresar la actividad
enzimatica por minuto, esto s, sa tomaron en cuenta los tiempos reales del ensayo para cada

enzima en particular, como b0 indica la formula respectiva en el capltulo de materiales y
melodos.

Por ejemplo para obtener la actividad de lactato deshidrogenasa (LDH) se utilizé la
siguiente fdrmula:

Umils A Abs. (340 nm) X 1min x 1.07m! x dilucién?®

(8.22 em“/pmol) {1 cm) (min) 10 min 0.07T ml

* £ =6.22 cm?/umol del NADH
10 min = Tiempo del ensayo
1.07 ml = Volumen total del ensayo en la cubeta
0.07 ml = Volumen de |a fuente de enzima en la cubeta
Dilucion de la fuente de enzima (sobrenadante del medio de cullivo u homogenizado).

De forma tal que:
U/mi= __ A Abs. (340 nm) x Amin x _1.07ml x dilucioén
(6.22 cm” minfjumal) 10 min 0.07 mi

U/ml= (A Abs.) (1/6.22 ymolUmin ml) x 04 x 15286 x dilucion
U/ml= (A Abs.) (0.181 pmol/min ml) x 04 x 15286 x dilucién
Uimi= (A Abs,) (0.181 U/ml) x 0.1 x 15.288 x dllucién

Uiml = (A Abs.) (0.246 Uiml) x dilucién

Esto es, al multiplicar el cambio de absorbancia del NADH por el factor 0.246, se abtuvo
la actividad en U/ml de LDH en la cubeta, y su aclividad en |2 muesira biol6gica se calculd
tomando en cuenta la dilucidn previa de |a enzima, ya sea en al sobrenadante del medic de
¢ultivo u homogenizado. Normaimente en el sobrenadante no se diluyé y en ef homogenizado fa
dilucién fue de 1:50 0 de 1:100.

Al igual que para este ejempio, en el que se obtuvo un factor para el calculo de la
actividad enzimatica, se procedid para las otras enzimas.
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En el ensayo bloquimico de la actividad de las dos enzimas lisosomales, fosfatasa
écida y catepsina D, el chlculo de su actividad, se basé en los mismos principios de lo
que es la unidad snzimitica y Ia ley de Lambert-Beer, 8in embargo en esta ocasién en lugar
de utilizar absortividad molar {¢), a8 emplearon estandares de concentracidn conocida a los gue
sa les determind su absorbancia y se prepararon las cufvas pairén respectivas, para
posteriormente calcular la concentracidn de los problemas aplicando la ecuacion de la recta:

YamX+b Ecuacion (4)

Donde: Y = Absorbancia del problema
X = Concentracidn del problema
m = pendiente de la recta
b = intercepto con el gja Y

Por lo tanto al despejar X en la ecuacion (4) tenemos:

A= ¥ -b
m

§i el intercepto 88 cero s& obtione:

Xm

3 <

Ecuacidn general para el calculo de la actividad enzimatica, para los
ensayos de fosfatasa acida y catepsina D, esto es para determinar la
concantracion del substrato o s producto de la reaction enzimatica
en curvas patrdn preparadas para tal fin.

Para calcular la pendienie de la recta se ulilizé 'a ecuacion (5) con los datos de los
estdndares de concentracion conocida, de forma tal que:

m=_Y; - Y Ecuacion (5)
Xy - X,

Donde: Y; - Y, = Absorbancias del estaAndar
X; - X, = Concentraciones conocidas del estandar
Al sustituir m en la ecuacion general (ecuacion 4 despejada) se obtiene:

X=Y{! ¥, - Y
Xy « X4

Esto es:

A= ¥ | X, - X
Y= Yy

Xa ! (X;- xi]
(Ya - ¥y)
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Por razones de simplicidad la férmula anterior se puede expresar.

Conc. Problema = Abs. Problema x Conc. Esténdar Ecuacion (6)
Abs. Estindar

Por lo anterior, en sl capitulo de materiales y metodos en la seccién correspondiente al
calculo de la actividad de fosfatasa écida y catepsina D, la formula matematica se describié
¢omMo s@ muestra arriba, aunque como ya se indicé para su obtencidn de la actividad enzimatica,
primera se determind |8 pendiente de cada recta para poderse aplicar la ecuacion general y
posteriorments se corrigié an base a parametros como son el tiempo y el volumen especificos
del ensayo para cada snzima.

Par gjemplo para cbtener la actividad de fosfatasa icida lisosomal se utilizd ia
siguiente fdrmula, que es la scuacidn (7):

\U/ml = Abg. Problemg (660 nm) x Conc. Esténdar x 1 min x _5.0ml x dilucién®
Abs. Estindar 15 min 0.1 ml

*0.1=Abs del problema=Y
0.329 y 0.657 = Abs. de ks estandares

0.4 y 0.8 pmolVmI = Concentracidn de los estandares {ver curva patrdn de fosfato inorganico en
el apéndice A)
15 min = Tiempa del ensayo

5.0 ml = Volumen total para la determinacion de fosfato inorganice (Fiske-SubbaRow)
0.1 ml = Volumen de la fuente de enzima
Dilucién de la fuente de enzima (homogenizado).

De forma tal que:

Primero se calculé la pendiente (ecuacion 5) de la recta comespondiente, esto es:

0.857 - 0.329 = 0.82 mV umol
0.8 - 0.4 umol/ml(

Después, de acuerdo a la ecuacidn 4 se calcuk I3 concentracidn de fosfato en el problema

Xz Y Ecuacion general para el calculo de |a actividad enziméatica, en curvas patrén
m con intercepto cero

X = Conc. de fosfato en el problemas_0.1 = 0,122 umol/ml
0.82 mljpmol

Por ultimo, como la ecuacion 6 se substituye en la ecuacién 7, obtenemos:

Uiml = Concentracién de fosfatosn el problema x 1min x _5.0ml x dilucion
15 min 0.1 ml

Uiml=0.422 pmol/ml x 4 min x _80ml x dilucién
15 min 04 mi

U/ml = 0,122 pmolml x 0.06668 x §0 x dilucion
U/mil = 0.4066 pmol/ml x dilucién
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Sl una unidad de FA¢ lisasemal se definié como la produccion de 1umol de fasfato, por
1 minuto, a 37°C, y ademas no se diluyo el homogenizado, entonces tenemaos que:

Uim! = 0.4066 Actividad de FAc

Para determinar ia actividad especifica de cualquiera de las enzimas descritas, ta
aclividad en U/ ml se divilid entre la concentracidn de protelna (mg/ml), to cual refleja de una
manera mas adecuada algin ¢ambio que pudiese tener ia actividad enzimatica, dado que se
esta conaciendo la praporcidn de la enzima en cuestion con respecto a ka concentracion de
protelnas.
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