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BESUMEN

ta miotonfa es un sindrome muscular hereditario que también pue-
de ser inducido en animales de labaoratorio mediante la administracidn
de ciertns agentes qufmicos. Aunque el misculo es el primncipal Srgano
blanco en las enfermedades que cursan con miotonfa, se supone que sl
defecto molscular responsable de este sindrome se encuentra generaliza
do a diversas membranas biglifgicas y no confinado Gnicamente al sarco-~
lema. De ahf que en la mayorfe de las investigaciones bioqufmicas a—
cerca de la enferwedad se ;Jtilicen membranas de aeritrocitos que son u-
na fuente facilmsnte accesible para la obtencién de membranas libres

de contaminantes citoplasmiticos.

Entre los agentes farmacolfgicos més utilizados para la produc—
cifn experimental de miotorda figuran el &cido F-antracencarboxflico
(9-AC) y 81 20,25-Diaszacolestervl (20,25-D).

Este trebajo se hizg con 1z finalidad de conocer y comparar algu-
nas condiciones hematclégices y biogquimices y del perfil electroforéti
co de proteinas de membranas eritrocfiticas de animales miotonizadas
farmacoldgicamente con los agentes arriba mencionados y de asociar es-
tos cambios a la produccién experimental de miotonfa. Pare ello, se u
tilizaran retas macho Sprague-Dawley de 40 dies de nacidas que se sepa
raron en tres grupos de cinco animales cada uno. El primer grupo reci
bi6 diariemente y por via oral el 9-AC (32 mg/kg) disuslto en propilen
glicol, a otro grupo se ls administrS por la misma via el 20,25-D (S0
mg/kg) disuelto en agua y un tercer grupo recibid Gnicements propilen—
glicol (volfmen méximo 0.3 ml) y se mantuvo como testigo. A 1los 40
dias de iniciado el experimento, los mnimales se sacrificaren, previo
ayuno de 16 horas, y s& obtuvieron muestras de sangre completa y suero.



Se utilizaron métodos comines de anilisis clinicos para determinar he-
moglobina, hematdcrito, protefnas sé&rices totales, glucosa y coleste—
rol. De las muestras de sangre tatal se tomaron alfcuotas que se pre-
pararon para hacer electroforesis en geles discontfnuos al § y 6% de
80S-poliacrilamida utilizando el método de Laemmli.

Se encontré que el 9-AC ocasionS s8lc una ligera disminucidén del
hematdcrito y no se cbservaron cembios significativos en los niveles
de hamoglobina, protefnas séricas totales, glucosa y colsesterol.

En los animales tratedos con el 20,25-D se observaron disfinucio~
nes en los niveles sangufnens de hemoglobina, hematdcrito y colesterol
y no hubo variaciones significativas en los niveles séricos de protei-
naa totales b de glucosa.

Cabe indicar gue aungue no fueron estadisticamente significativas
las diferencias en los niveles de glucosa sanguinea de los animales
miotonizados y del grupo testigo, los primeros wmostraron una clara ten
dencia a la hipoglicemia.

Las alteraciones hematolégicas y bioguindices observadas en 1los a-
rnimales con miotonfe experimental probablemente son consecuencia de e-
fectos colatereles de los férwacos y na se relacionan con el sindrome
sloténico ya que no se han encontrado en la miotonfa de origen natural
ni se obsarvaron asociados con la intensidad de la miotonie en este es
tudio.

No se encontraron cambios en las proteinas de membranas eritrocf-
ticas de ratas miotonizadas con el 20,25-D por medio de la slectrofore
sis en geles de S0S-poliacrilamida, lo que sugiere que las anormalida-—

des en las funciones enzimfticas encontradas por otros autores en mem—



branas eritrociticas de animales tretados con este férmaco se relarcio
nan con alteraciones en el microambiente membranal més que con cambios

proteicos cuantitativas.

Por otro lado, en el perfil proteico de membrenas eritrociticas
de animales tratados con el 9-AC si se observaron algunas alteraciones
en las bandas polipeptidicas, a saber: 1) disminuciones en la intensi-
dad de las bandas en las regiones de 26,000 y 29,000 daltones de pesoc
molecular, y 2) incrementos en la intensidad de 1lss bandes polipept{di
cas que se desplazan en las regiones de 59,000 y 135,000 daltones. Es
to sugiers una relacifn funcional y/o estructural entre los polipépti-
dos que integran estas bandas y los del canal aniénico del eritrocito,
aunoue no se puede descartar que este efecto del S-AC sea colateral al

sfndrome miot6nica.



INTRODUCCION

Las miopatfas son un grupo de desordenes gue afectan a los miscu-
Jdos de hombres y animales. Pueden ser adquiridas en el transcurso de
1 vida, como la mioglubinuria esporédica y la miastenia gravis, o ser
de origen genético como la distrofia musculer de tipo Duchenne entre

otras.

Uno de los grandes problemas de la fisiopatologfa actual lo cons-
tituys el cfmo estudiar las micpatfas hersditarias, ya gue cuando la
enfermedad se diagnostica por los métodos convencionales de laborato——
rio, generalmente se encuentra en un estado muy avanzado. Ademfs, es
dif{cil contar con controles adecuados para seguir el desarrollo de la
miopatfa en el hombre o su reversibilidad con té&cnicas experimentales.
Consecuentemente, se ha desarrollado una amplia varieded de modelons de
enfermedades musculeres humanas. Cabe mencionar que la importancia de
estos modelos no estriba en que sean idénticos a los desordenes huma-——
nos, s8ino en que el conocimiento de su mecanizmo podrfa llevar al en—
tedimiento del fendmeno bésico de la patologfa muscular y a través de
8llo a 1la aclaracién da los procesos distrfficos en el hombre.

Entre los modelos de miopatias se incluyen enfermedaties musculares
que acurren espontédneamente en ciertas lineas altamente puras de rato-
nes, cabras y otros animales., Ademfs, una drea que se expandié répida
mente a finales de la década de los 70°s fué el desarrollo de las mio-
patias inducidas farmacolégicamente utilizando una amplia variedad de
agentes quimices.



De las miopatfas inducidas con frmacos en animales de experimen-
tacifn, la gqus mejor recuerda a su anflogo natural es la miotonfa. En
este trabajo se pretende conocer y comparar algunos parémetros bioguf-
micos en animales tratados con diferentes agentes miotonizaentes y aso-

clar estos cambios a la produccién experimental de miotonfa.

0OBJETIVOS

Para la realizacién de este trabajo se plantearon los siguientes
objetivos:

1.~ Inducir y mantener crénicamente un estade de miotonfa experimental
en animales da laboratorio mediante el uso de dos agentes farmeco-
18gicos,

2.— Detsrminar las concentraciones de hemoglobina, hematécrito, gluco-
sa, protefras sfricas y colesterol en la sangre de estas animales,

asf! como

3.~ Conocer y comparer su perfil de protefnas de membrarmas de eritroci
tos obtenidos por medio de la electroforesis en geles de SDS—-poli-
acrilamida, y

#.- Asaciar estos cambios a le produccién experimental de miotonia.



ANTECEDENTES

I. EL SINDROME MIOTONICO

A. Generalidedes

La miotonfa es un sindrome clinico que se caracteriza por un re—
tardo en la fase de relajacién del mGsculo esquelético, posterior a u-
na contraccifn muscular producida por un estimulo nervicso, mecénica o
eléctrico (Kuhn, 1973). Brown y Harvey (1939) 1la describieron en tér-
minos electrofisiolfgicos como una tendencia anormal de la membrana
muscular a descargar un tren de potenciales de accién en respuaesta a
una despolarizacién. Este fensmeno fué descrito primeramente par A.J.
Thomaen (1876) como una condicién hereditaria en sf mismo y en varios
miembros de su familia; posteriormente, Strimpell (1881) 1a denominé
miotonfa congénita. En la actualidad se le ha relacionadc con proce—
sos distréficns en la paramiotonia congénita, miotonfa distréfica y en
la pardlisis periédica familiar (Caughey, 1968).

El sintoma carecterfstico qua se observa en un paciente mioténico
consiste en una rigidez inveluntarie de los misculos esquel8ticos, de-
bida a su vez a una relajacién prolongada de los mismos, que se& mani-—
fiesta al iniciar sdbitaments alguna actividad fisica como caminar, co
rrer, etc. Esta rigidez disminuye al centinuar el ejercicio hasta de-
saparecer por campletn en pocos minutos, fendmeno conocido como “calen
tamiento” (Ravin, 1940).

E1l defecto responsable de lag miatonfa se ha localizado en la mem—
brana muscular, ya gue el sfndrome persisté aén despufs de aplicar cu-
rare a la pleca neuromuscular, seccionar el nervio p seccionar los cor

dones anterolaterales de la médula espinal (Brown y Harvey, 1939; Eyza



guirre et al., 1948); de hecho, pueden producirse descargas miotémcas
estimulando al misculo en cualquaer regién y no sflo en la regién neu-

romuscular.

Una caracteristica importante del misculo miotdnico es la elevadas
resistencia elécirica del sarcolems; particularmente, la conductancia
al i6n cloruro (Gcl) aparece muy reducida. Esta carscteristica es ob-
servable en la miotonia congénita y no se presenta en Ilos misculos sa—
nas, por lo que se ecepta que es5 la principal responsable del defecto
miot6nico (Bryant y Moralas-Aguilera, 1971; Lipicky et al., 1971).

Para comprender la relscién entre la Bl.‘.l y la activided repetiti-
va en este desorden, se debe recordar la organizacién estructumel de
una Tibra de misculo esquelético de mamifern. Los potenciales de ac—
clén gue se propagan por la superficie de una fibra muscular} inveden
a los elementos cilindricos delgedos del sistema tubular transverso
(sistema T). Este sistema T estf funcional y estructuralmente relacio
nado al sarcolema, perc su geometria presenta problemas especiales.
Aunque el movimiento de salida del potasio que acompana a un potencial
de accidn en la superficie de la membrana es insignificante en el gran
voldmen del espacio extracelular, en el volimen restringido del siste-
ma T el potasio liberedo en cada ootencial de accién pueds aumentar su
concentracifin intreluminar hasta en 0.4 mM por impulso. Lla difusifén
dal potesio en el sistema T est& limitada y varios poterciales de ac—
cifn conducirén a que se acumule este ién en los tdbulos T. Si el sag
colema es permesbls (micaments al potasio, Bsto podria dar por result‘
do la desppnlarizacién de la membrane; sin embargo, la GCI que es del
70 al 80% de la conductancia iénica de la membrena en reposo, minimize
los efectos de cambics en la concentracién de potasio en el potencial}



del sarcolema. Si le GCI en el sarcolema se reduce, el potencial de
membrana ge vuelve sensible a la acumulacifn tubular de potasiac. En
esta situacién, varios potenciales de eccifin conduciréin a la despalari
2acifén de la mambrena. Si esta ligera despolarizacifin es mantenida,
comp el sistema de conductancia al sodio se recupera répidsmente de la
inactivacifn después de un potencial de accidn, otra vez ss activard
la corriente das sodio y podrfe originar la actividad caracter{stica de
la miotonfa (Adrian y Bryant, 1974).

Por otra parte, diversas investigaciones scerca de la 601 en el
miisculo esnuelético sefialan que el ién clorura podria transpgortarse a
trevés de la membrana muscular por canales ecuosgs gue podrfan ser pro
tefnas integrales Palade y Barchi, 1977a; Wallis y Koedng, 1980). Adn
se desconoce si en la miotonfa tales canales estén obstruidos o se en-

cuentran en menor centided que en el misculo normal.

B. Modelos Farmecolégicos de Miotonda

Los efectos mjot6nicos pueden ser inducidos experimentalments en
animales ds laboratorio por un amplia varieded de compusstos, entre
los gue figuran los &cidos aromiticos monocarboxflicos (AAM) (Bryant y
Morales-Aguilera, 1571) y los agentes hipocolesterolemiantes (Winer et
al., 1965); ejemplo de los primerus son el &ido S~antracencarbex{lico
(9-AC) y el &cido 2,4~diclorofenoxiacético (2,4-D), y de los agentes
hipocolesterolemiantes son el 20,25-diazecolesterol (20,25-D) y el clo
fibrato. Se examinardn can detalle los efectos inducidos por el 20,
25D y 81 9-AC.

Winer et al. (1965) demostraron que el 20,25-D que se utiliza co-

mo agente hipocolesterolemiante es capaz de inducir espasmos muscula—



res y un electromiograma muy similar al de pacientes miotBnicos. Rl—
del y Senges (1972) demostreron que animales tratados diariamente con
el 20,25-D a los pocos dias desarrollan el signo mioténica con una GCl
sarcolemal anormalmente reducida.

Entre las carecteristicas biogquimicas de los animales tratados
con 8l 20,25-D se incluyen: reduccifn de los niveles del caolesterol en
plasma, sarcolema y membrana eritrocitica, incremento en el contenido
de desmosterol, gue es un precursor de la biosintesis del celesterol,
en plasma y sarcolema (Chalikian y Barchi, 1982a), alteracién ds las
actividades enziméticas ds la ATPasa (Na' + K'), ATPasa—Ca y p-nitro-
fenilfosfatesa (Pster st al., 1973; Chalikian y Barchi, 1980 y 1982b).

NiebrSj-Dobosz gt gl. (1976) observeron gue el sercolema de anima
les hechos mipoténicos con hipocolestervlemiantes presentaba alterecio—
nes en la concentracién de una protefna de 100,000 daltones; sin embar
go, Chalikian y Barchi {1980) ne encontreron tales cambios. Por otro
lado, hay informecién de induccifin de cataraetas, atrofia testicular y
desordenes de los mieculos liso y cardfaco, en las ratas hechas mioté-
nicas can esta droga (Schrier y Kuhn, 1968; Peter et al., 1973; Nega-
tomo y Peter, 1975). Por los antecedentes antsriores se ha descrito
gue la miotonfa inducida con el 20,25-D es més semejante a la miotonia
distréfica gue a la miotonia congénite (Moreles-Aguilera, 1987).

El modelo esperimental mfs satisfactorio pare sl estudio del fend
meno mioténico 1o proporcionan los AAM (Morales-Aguilera, 1987). En
€l, se mimetizan las condiciones propias de la miotonfa congénita: el
electromiograma revela una serie de potenciales de accidén repstitivos
gue pruvocan una fase de relajacién muscular anormalmente lenta y la

resistencia del sarcolema se incrementa parslelamente a una dismi-

o1
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nufda {Bryant y Moreles-Aguilere, 1971).

Por otre parte, a diferencia de los aegentes hipocolesterolemian—
tes, la miotonfa inducida por los AAM puede aperecer con una sola do—
sis y si la administracifn es endovenosa el tiempo necesario para gque
aparezcan los signos miot6nicas es menor o igual a 60 segundos (Moffett
y Tang, 1968). Por las observaciones anteriores, Bryant y Morales-A-
guilera (1971) y Palede y Barchi (1977b) propusieron que el mode de ac
cién de estos fdrwacos es blogueando dirsctamente al "canal de &loro”

de la membrana muscular.

La mayorfa de los trabejos de induccién de miotonia con los AAM
utilizan el siguiente modelo experimental: la dosis es Gnica y adminis
trada endovenosa o intreperitonsalmente (Moffett y Tang, 1968; Ville—
gas-Navarro et al., 1986). Con este modelo se han investigado algunos
fectores biaffsicos de las fibras musculares tales como resistencla to
tal de la membrana, conductancia de algunos iones, etc.; sin embargo,
no s8 han hecho sstudios sobre las caracteristices biogquimicas gue lo
acomparian.

Recientementey un grupo de trabajo dirigido por Morales-Agul lers
ha empleado un modelo diferente pera la induccidén experimental de mio—
tonfa con AAM. En el primero de una serie de trebajos (Ramcs-Ramirez
st al., 1983a) utilizaron el 5-AC como agente miotonizante y lo admi—
nistraron a ratas Wistar por vfa oral y por un tiempo de 90 dfas. En-
contraron que las ratas mecho son mis sensibles a la accién de la dro-
ga que las hembras, ya qua el tiempo necesario pare exhibir los signos
miotbnicog es més corto y la durecién de los efectos es mayor. Ademés,
ebservaron una considerabls disminucién en la curva de crecimiento de

los machos en relacifn a su grupo testigo., E1 mismb grupo de investi-
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gedores (Remos-Remfrez et al., 1983b) informa no heber encontredo alte
reciones histolfgicas ni ultraestructurales sn los mGsculos esqueléti-
cos de las unidades experimentales.

La bisqueda de alteraciones biogufmicas que pudieren acompariar a
este modelo experimental de miotonfa, puso en eviderncia aplamente un
cemtio en la relacién albéedna/globulina sérica debido a una disminu—
cién en los niveles de albimina, asfi como una posible reduccién de los
niveles de potasio en sangre, perv ninguna alterecién profunda o perma
nente comparable a las producidas con el diazacolesterol (Jiménez-Sa—
las st gl., 1982 y 1966).

C. Biooudmica de Eritrocitos

Aunque el misculo e= el principal Srgano blanco en las enfermeda-
des que cursan con miotonia, Bs patente la dificultad de estudiar las
caracteristicas bioquimicas del sarcolema dada la elsvada cantided de
contaminantes citoplésmicos de la fibre muscular, principalmente mem—
brenas derivedas de orgenelos citoplésmicos tales como mitocondrias y
retfculo sarcoplfsmica. La mayorfia de las investigaciones bioquimices
utilizen membranas de eritrocitos, ya gque constituyen una fuente de 4
cil ebkemcién de membrenes libres de contaminantes. La estraetegia de
utilizer eritrocitos en vez de misculo se fundementa en suponer quae el
defectn se expresa en diversas membrenas bioldgices y no sdlo en el
sarcolema .

En 1978, Roses y Appel publicaron una revisifn de los estudios
que han realizado en membrenas eritroci{ticas de pacientes miotfnicas.
Utilizando "fantasmes” (mambranas libres de hemoglobina) de eritroci—
tos de pacientes con miotonia distréfica observaron una dissinucién en
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la fosforilacién de los polipéptidos que migran en la regién de 90,000
a 100,000 daltones de peso molecular en geles de SOS-poliacrilamida,
entre los que se incluyen a la ATPasa (Na** J,(+) y a las proteinas del
“canal de cloro", entre otros. La microscopia electrdnica de barrido
mostrd la presencia des una elevada centided de estomatocitos (eritroci
tos en forma de copa) en muestraes de pacientes con miotonfa distréfica
en relacifn a la poblacifin testigo.

Butterfiaeld et al. (1976) describieron que personas con distrofia
muscular de tipe Duchenne (OMD), miotonfa distrffica (MD) y miotonia
congénita {MC) tienen meyor fluidez en sus membrenas eritrociticas.

En 1977, Butterfield y Watson encontraron resultados simdlares en retas
tratadas con el 20,25-diazacolesterol.

Posteriorwente, Atkinson et al. (19680) estudiaron la composicisn
de los eritrocitos de cabras miotfnicas, un modelo animal de miotonia
hereditaria, encontrando niveles elevatas de calcio y de &ido sidlico
unidos 2 la membrand y mapor fragilided oswmética.

1I. ELECTROFORESIS EN GELES DE PLACA DE POLIACRILAMIDA

La electroforesis en gel ya ha sido utilizeda en la investigacién
de las carecterfsticas bioguimicas de membranas de eritrocitos en las
diversas enfermedades que cursan con miotonfa. Roses gt al., en 1975
describisron que el perfil electroforsStico de las protsinas de membre-
nas eritrociticas de pacisntes con DMD, MO y MC no cambia grandemente
comparedo con los testigos normales. En cambio, en las membrenas eri-
trociticas de cebras miotfnicas disminuye considerablemente un compo——
nente que migra en la regiln de 140,000 de peso molecular, por 1o que
se sugiere gue hay un defacto generelizado en las membrarmes bioldgices
en la miotonia hereditaria (Atkinson et al., 1960}
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III. HIPOTESIS DE TRABAJO

En este trabajo se proponen dos hipotesis:

1.— Como la miotondfa se relaciona con alteracionas funcionales
del "canal de cloro” del sarcolema del misculo esquelético y dicho ca-
nal probablemente es de naturaleza proteica, y ya gue se ha propuesto
gue este sfndrome se presenta como un defecto que ocurre en diversas
membranas celulares, se propone que: "Si en la miotonfa inducida con
agentegs qufmicos también ocurrs un defecta en diversas membranas celu-
lares, probablemente se presenten altereciones en el perfil electrofo-
rético de proteinas de membranas de eritrocitos en animales miotoniza-

dos farmacolégicamente”.

2.~ Ya que se ha observado gue en la wiotonie inducida con el 20,
25-D ocurren altereciones multisistémices y en la miotonfa inducida
con el 9-AC no se presentan cambios profundos o permanentss en los ani
males afectados, se propone gque: "En la miotonfa inducida con el 20,25-D
ocurren mayores alteraciones de los componentes sangu:fnens gue en la

inducida con el 9-AC ya que se induce un estado patolégico mds severo”.
Este trabajo se dividié en tres partes:

a) Se utilizaron algunos egentes farwacolSgicos pare crear y mantener

crénicemente un estado miotdnico en animales de laboratorio, posterior
mente

b) Se sacrificaron y se les extrajo sangre pars determinar los niveles
de hamoglobina, hematdcrito, glucosa, protefnas séricas toteles y co——
lesterol, finalmente

c) Se determing el perfil electroforético de las proteinas de membre—
nas de eritrocitos de cada una de las unidades experimentales.
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MATEARTIALES

I. ORIGEN DE LOS REACTIVOS

1.- De Aldrich Chemical Company.- Acido 9-antracencertoxf{lica (S-AC).

2.- De BioRad.— Azul de bromofenol y azul brillante de coomassie
A-250.

3.~ De Cooper Biomedical Inc.- Suero control G-PAK,

4.- Del Instituto Mexicano del Segura Social.— Reactivo ds Biurst.

§.— De Laboretorios Pisa.- Solucién de clorurc de sodio al 0.9%.

6.~ De Merck.- Acido scético, écido sulfGrico, anhidridec ecético, car
bonato de sodio anhidro, glicerol y metanol.

7.- De Drtho Diagnostice Systems.~ Acuglobin (cianometahemoglobina).

8.~ De Pra Lab.- Solucién Drabkin,

9.- De Quiwica Bcott, S5.A.- Tartrato de potasio y sodio.

40.- De Riker, S.A.- Lipohepin (heparina).

11.- Oe Searle Chemical Inc.- 20,25-diazacalesterul 2.HC1 (20,25-D).

12,~ De Sigma Chemical Company,- Acrilamida, bis-acrilamida (N,N-metil
en-bis-acrilamida), dodecil sulfato de sodio (SDS), glicina, 2-
marcaptoetancl, ortotoluidina, persulfato de amonio, propilengli-
col, reactivo de folir-fenol ciocalteau, sercalbimina bovina frac
cidn V, TEMED (N,N,N°N'-tetrametilendiamina), tioursa y trizma ba
se (Tris (hidroximetil) amincmetano),

13.- De Smith Kline-French, S.A.- Anestesal (pentobarbital de sodio).

14.- De Técnica Qufmica, 8.A.- Glucnsa, hidrfixido de sodio y sulfato

da cobre pentahidratado.



II. MATERIAL BIOLOGICO

Se utilizaron ratas (Rattus norvegicus) macho Spregue-Dawley de

15

cusrenta dfas de nacidas y un peso prowedio de 141.98 4 16.22 g (media

+ desviacifn esténdar) obtenidas del bioterio de la Unidad de Investi-

gacién Biomé&dica del Noreste, IMS5. Se alimentaron ad libitum con ali

mento Purina y se les permiti§ beber agua potable libremente.

ITI. EQUIPO

1.= Balanza analitica Chyo Jdpiter modelo 03-200.
2.=- Balanza granataria Triple Beam modelo 700.

3.~ Cémara de slectroforssis, modelo ideado por Studier (1953).

4.~ Centrifuga Sorval modelo GLC-1.

§,- Centrifuga refrigerada Damon, IEC modela B-20A.

8.~ Densitémetro Beckman modelo R-110,

7.~ Desipnizador de agua Synbron, Barsteed.

8,- Equipo fotogrdfico Reprovit Leitz modelo IIa.

9,- Espectrofatfmetro Carl Zeiss modelo PMQ ITI.

10, Espectrofotémetro Coleman Jr II modelo 6/35.

11.- Fuente de poder Camag.

12.- Homogeneizador Potter Elvehjem de 3 wl de capacidead.
13.- Microcentrifuga Solbat modelo H-07.
14.. Palfcula fotogréfica Kodak pepel Kadalith artho tipo 3.
1S,~ Place de calentamiento Fisher Thermix modelo 118.
16,. Potencidmetro Beckman modelo Century SS-9.

17.- Congelador Rsvco de -70°C.

18,~ Rotor Damon/IEC modelo 7/76.

T



19.- Tubos de policarbonato Nalgene de SO ml de capacidad.
20.- Agitador el&ctrico Thermolyne modelo M-16715.

21.- Equipo psra diseccidén.

22.~ Vidrierfe comin de laboratorio.

16
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METDDOS

1. PREPARACTONES EXPERIMENTALES

A. Preparacifn de las Spoluciones

El agua fque se utilizé en la elaborecidn de cualquier solucién em
pleada en aste trabsjo fuf previemente desionizeds y almacenada a tem-
peratura ambients en batellas de 20 litros.

Las siguientes soluciones se prepararon el mismo di{a que se utili

Zaron:

~ Solucién de 9~AC a 32 mg/ml.- Se pesaron 32 mg del 9-AC y se colocae-
ron en un tubo de ensaye al gque se la agreqd un ml de propilenglicel y
se expuso a la flama de un mechero bunsen por 20 segundos. Immediate-
mente después, sae cubrid totalmente el tubo de ensaye con papel alumi-
rdo para eviter gue la splucifin 2 expusiera a la luz por tiempo pro--—
longado.

— Soluwcién de 20,250 a 100 mg/ml.- Se pesaron 100 mg del 20,25-D y se

disolvieron en un ml de agua.

B. Induccién FarmacolSgica de Miotonia.

El diagrema general del disero experimental utilizado se muasstra
en la Figura 1. Los animales de experimentecidn se dividieron en tres
grupns de cinco animalss cada uno. Al primer grupo se le adminmistrd
diarismente y por via oral sl 9-AC a dosis de 32 mg/kg de paso median-
te una cénula esoffgica, el volimen méximo administrado fué de 0.27 ml
por reta al finalizar el experimento; a otro grupo se le administrd de
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igual forma el 20,25-D a desis de 50 mg/kg y un tercer grupo recibid
Gnicamente propilenglicol (volfmen méximo de 0.32 ml) y se mantuvo en
las mismas comdiciones gue los grupcs anteriores, fué& el grupo testigo.

A 1los cuarenta dias de iniciado el experimento, 1los animales se
sacrificaron previo ayuno de 16 hores, se anestesiaron mediante una in
yeccién intreperitoneal de pentobarbital de sodin (SO mg/kg) y se ex—
trajo sangre por puncifn cardfaca utilizando jeringas sin y con una o
dos gotas de heparina. A este material biolSgico se le analizaron las
variables hematolfgicas y blogquimicas que se deacriben a continuacién.

IT. PRUEBAS HEMATOLOGICAS

De la sangre obtenida con jeringas heparinizadas se tomaron dos

ml y 88 realizaron las siguientes prusbas hematolfgicas:

A. Hemoglobina, por el método de la cianometahemoglobina (Heinline,
1958).

a) Preparacifn de los reactivos.

- Solucidn Drebkin.- E1 polvo comarcial se disolvié en un litro de a—
gua.

- Acuglobin.-~ Se utilizf la preparacién comercial a diferentes concen-
trecionas diluida en la solucién Orabkin.

b) Mé&todo.

Las muestras se trebajaron por duplicedo. Se colocaron cinco ml
de la solucién Drabkin en tubos de ensaye de 16 x 150 mm, se agregerun
0.02 ml de la muestre problema, se incubaron a tempsratura ambiente
por cinco min y* la densided dptica de las muestras se determiné espec—
trofotométricamente a 540 nm. Se utilizaron esténdates con el acuglo-
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bin diluida en la solucifn Drebkin entre los lfmites de O & 9 g/dl de
clanometahemoglobina.

B. Hematdcrito, por el método del microhematocrito (Lynch et al., 1972).
a) Método.

Las muestras de sangre hsparinizada se colectaron en tubos capila
yes de 75 mm de Jlargo y 1.1 mm de didmetro intermo, un extremo de los
tubos se sell§ con plastilina y se centrifugaron a 11,000 rpm por cin-
co min, Finalmente, se midi§ con una regla milimétrica y se deterwing
el porcentaje del volimen del paquete cslular.

II1. PRUEBAS BIOQUIMICAS

Las mugstras de sangre axtrafdas con jeringas no heparinizedess se
transfirieron s tubos de ensaye de 13 x 100 mm y se dejeron a tewmpere-
tura smbiente por cinco min aproximadamente, se centrifugaron a 2,500
rpm y los sueros se extrejeran con pipstas Pasteur. Llas musstras obte
nidas se almacenaron a —70°C hasta su anfilisis correspondiente. Se de
terminaron por duplicado para cada muestra los siguientes componentes.

A. Blucosa, por el método de Dubowsky (1962).

a) Preparecién de las soliciones.

- Solucién de ortotoluidina.— 1.5 g de tiourea se disolvieron en 540 ml
de &cido acético y se agregaron 60 ml de ortoteluidina concentrada. La
a0lucibn se almacend en un frasco oscuro a temperatura ambiente por wn
tiempo minimoc de 24 horas antes de utilizarse.

- Splucién de glucosa.— De una solucién acuosa de glucosa (10 mg/ml),
se preparerocn diferentes esténdares entre lfmites de O a 200 mg/dl.



= Suero Contrel I G—PAK.- 8l vial comercial se reconstituyd con cinco

ml de agua.

b} Método.

Se colocaron alicuotas de 2.5 ml de la solucién de ortotoluidina
en tubos de 16 x 150 mm, se agregaron 0.05 ml del material biolégico y
se teparon con canicas; las muestras se colocaron en bafo mari{a a ebu-
1licién por 10 min y degpués a un baho con hielo picatdo por cuatro min,
Finalmente, se determind la densidad Gptice de cada una de las muestras
espectrofotométricamente a 630 nm de longitud ds onda.

8. Protefnas séricas totales, por el m&todo de Biuret modificado
(Reinhold, 1953).

a) Preparacién de los reactives.
- Reactivo A.- Solucién de Biuret comercial.
- Reactivo B.- Solucifn de cloruro de sodio al D.9% comercial.

= Suero control I G-PAK.- El vial comercial se preconstituy8 coa cinco
ml de agua.

b) W&todo.

Se colaocaron 0.05 ml de las muestras en tubos de ensaye de 13 x
100 mm, se lss agregaron 0.45 ml del reactivo B y dos ml del reasctivo
A; 32 incubaron 30 min a temperatura ambiente y se dstermind la absar-
bancia de las muestras a 540 rm de longitud de onda.
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C. Colesterol total, por el método de Zlatkis g al. modificade [1953)
a) Preparacién de los reactivos.

- Reactivo A.- Se mezclaron culdedosamente 200 ml de &ido acética y
300 ml de anhidrido acé&tico.

- Reactivo B.- &cido sulflrico concentrado comercial.

- Suero control I @-PAK.~ el vial comercial se reconstituyéd con cinco

ml de agua.
b) Mé&todo.

5e colocaron alfcuotes de cinco ml del reactivo A en tubos de 13
x 100 mm, se agregaron gorciones de 0.05 ml del reactivo 8 a cada tubo
y se incubaron a 4°C por cinco min, se agregarcn 0.1 ml de las muestraz
biolSgicas y se agitaron inmediatamente con un agitador eléctrico, se
almacenaron en oscuridad por 15 min y las densidades fpticas de las

muestras se determinaran a 630 nm.

IV. ELECTROFORESIS EN GELES OE SOS—POLIACRILAMIDA DE PROTEINAS DE
MEMBRANAS ERITROCITICAB

Esta parte del trabejo se dividié en tres secciones gue se descri-

ben a continuacifn:
A. Aislamienta de las membranas eritrocfticas

La metodologia empleada se basf en la descrita por Tanner y Boxer
en 1972.
a) Preparecién de los reactivos.
- Reactivo A.— Solucién comercial de clorure de sodio @l 0.9% y pH de
2.0,



- Reactivo B.- Se tomaron 233 ml del reactivec A y se aforaron a un li-

tro con agua.
h) Método

Las muestras de sangre con anticoagulante se centrifugaron a
2,500 rpm y se ocbtuvieron 1ns paguetes celulares extrayendo con pipetas
Pasteur 8l plasma y la capa amarillenta de glSbulos blancos. E1 paquete
celular de cada una ds las muestras se lav8 tres veces con el reactivo
A a 4°C, se tomsron dos ml de este paquete y se pasaron a tubos de cen
trifuga que contenfan 28 ml del reactivo B, se centrifugaron a 20,0009
a 4°C por una hora, se extrajo el sobrenadante y el precipitado obteni
do se lav§ de dos a tres veces con el reactivo B hasta abtener un pre-
tipitedo cremoso gue al observarse al microscopio de contraste deg fa--
ses mostrf membranas de eritrocitos libres de hemoglobina (“fantasmas®).
El precipitado cremosp se resuspendif en el reactive A, se homogeneizé
con un homogensizador manual y se almacenf a -70°C hasta su siguiente
andlisis,

B. Protefnas totales
Se utilizé el método descrito por Lowry et al. en 1951.

a) Preparecién de los reactivos.

- Reactiva A.- Se pesaron dos g de hidréxido de sodio, 10 g de carbona
to de sodic y (0.1 g de tartrato de potasio y sodio que se disolvieron
y aforeron en 50 ml de agua.

- Reactivo B.—- 0.5 g de sulfato de cobrs pentahidratado se disolvisran
y aforaron en 100 ml de sgua.

-~ Ragctivo C.- Se mezclaron 10 ml del yeactivo A y 02:& ml del reactivo B.



- Reectivo D.- Ss mezclaron 20 m] del reactivo de falin-fenol ciocel~

teau ¥ 2C m1 de sgus gque 8 3ilmacenaron en frasco ascura.

b) Método

En tubos de ensaye de 13 x 100 mm se calocaron 75 pl del material
biclégico (merbranas de eritrocitos libres de hemoglobina), se agrega-
ron 750 pl del reactivo C y se mezclaron inmediatamente con un agita—
dor elé&ctrico, se incubaron 10 min a temperatura ambiente, se agrega—
ron 75 ul del reactivo D, se volvieron a agitar y se incubaron nuevamen
te por 30 min a temperatura embiente; las densidedes 6pticas se leye—
ron a 750 'm da longitud de anda. Las determinaciones se hicieron por
triplicado de cafa una de las muestres y los esténdarses de seroalbimi-
na (freccifn V) se utilizaron entre los lmites de 0 a 75 pg.

C. Electroforesis en gsles de placa.

La electroforesis en geles de dodecil sulfatg de sodio (SD0S)-poli-
acrilamida discontinuo al 5-8% se realizé segin el mé&todo de Lasmmli
(1970).

a) Preparacién de las soluciones.

- 8Solucidn A.- 30 g da ecrilamida y 0.8 g de bisacrilamida se disolvie
ron y aforaron & 100 ml de agua; la solucién se filtré (papel filtro
Ederol No 2) y se almecend en frascn oscuro a 4°C hasta su uso,

- Solucifn B.- Se pesaron 20 g de dodecil sulfato de sodio y se disol-
vieron en 100 ml de agua,

-S0luwcibén C.~ 8e mezcleron 18.165 g de trizma base, dos ml de solucidén
B y 38 afararon a 100 ml con agua sjustando prsviamente el pH a 8.8.



- Solucifin D.- Se mezclaron 6.055 g de trigwma base, dos ml de la solu-
cién B y se aforaron a 100 ml con agua ajustando previamente el pH a
6.8.

- Sglucifin E.- 0,125 g de persulfato de8 amonio se disolvieron en un ml
de agua. La solucibn se prepard el mismo dfa que se utilizé.

~ Solucién F.- TEMED comercial.

- Solucién G.- Se mezclaron 28.82 g ds glicina, 6.04 g de trizma base
y un ml de la solucién B, se disolvierun y aforaron a 2,000 ml de agua.
= Solucibn H.~ Se mezclaron 0.45 g de trizma base, 1.2 g de SDG, seis
ml de glicerol, 0.06 g de azul de bromofenol, tres ml de Z-mercaptoeta
nol y 21 ml de agua.

- Soluwcifin 1.~ Se mezclaron 400 ml de etanol, 100 ml de &cido ec&tico
y 500 ml de agua.

- Solucién J.- Se pesaron 0.25 g de azul brillante de coomassie R-250
y se disolvieron en 100 ml de la solucién H.

b} Breve descripcién del aparato.

La electroforesis se realizé en geles de placa, en un aparato des
crito por Studier en 1973 y qus se ilustra en la Figura 2. Se utiliza
ron geles de un mm de grosor, siendo la longitud del gsl separedor de
46 cms y del gel sspaciador de 0.5 cms.

¢) Método.

El gel separador se prepard mezclamdo ocho ml de la sclucién A,
7.5mlde laC y 14 ml de agua. Oespués se agregaron 300 vl de la so-
lucidn E y 22.5 pl de 1a F; la mezcla se colocd inmediatamente entre
las placas de vidrio preparadas como se musstira en la Figure 2 y 2d,
la mezcla se cubrid inmediatamente con agua y se le permitié polimeri-



zar. Después de la polimerizecién, la capa de agua se removié y el
gel espaciador se prepsré mezclando los sigulentes volimenes de las
misras soluciones medre (excepto la solucifn C gue se cambié por la so
lucién D) 0.83 ml, 1.25 ml y 2.91 ml, respectivamente; as{ como 50 pl
de la solucién E y cinco ul de la F. Posteriormente, se coloc6 el pei
na de polipropilenc y se dejd que el gel pplimerizara por 30 min antes
de guitarlo; fimalmante, se dejé toda la noche a temperatura ambiente

para su total pplimerizacién.

Las musstras de membranas de eritrocitos ses colocaron en tubos
Eppendort y se agregaron volfmenes iguales de la salucién H, se calen-
taron en bafio marda a ebullicién por dos min y se dejeron enfriar. Se
colocaron 30 pg de las musstras en cada celda del gel; la slectrofore-
sis se efectus en el aparato gue se describe en la Figure 2b (usando
la solucién G como amortiguador de cémara) a 70 volts por ocho horas;
los geles fueron fijedos en la sglucién I toda 1la noche, se tineron
con la solucifn J por 45 min en agitacidn contfnue y finalmente se pa-
saron por varios cambios de la misma solucién hasta que el fondo del
gel perdiera el calor y las bandas de protefnas permanecieran azules.
Finalmente, los geles fueron fotografiados y de las filminas se obtuvie
ron los registros densitométricos a 520 nm de longitud de onde y a una

abertura dea 0.2 mm,

La nomenc latura de les bandas del slectroforetograma que se muas-
tra en la Figura 3 corresponde & la utilizeda por otrus autures pare
protsfnas de membrenas de eritrocitos de humano (Goodman y Shiffer,
1983; Sherman, 1985); Se utilizf este patrén como referencia para la
nomenc latura y el peso molecular de los polipéptidos principales dada
la similitud entre las bandas electroforéticas mfis impartantes de mues
tras de ratas y de humanos.



V. ANALISIS ESTADISTICO

Ya que las caracterfsticas del disefio experimental (pequsefio nfme-
10 de observaciones y varianza y distribucién muestreal desconocides)
se ajustaron mejor a un andlisis estadfstico no paremétrico, se utili-
z6 el método de anflisis de varianza de Kruskal-Wallis y el método de
comparecidn de rengos de Newman-Keulls (Zar, 1974a y 1974b, respectiva
mente) parm comparar loa resultados obtenidos en las deterwminaciones
hematolSgicas y biogufmicas de los animales expuestos a los diferentes
tratamdentos.
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Figura 1. Diagreama general de flujo de los procedimien
tos empleados,



Figura 2. Equipo utilizado para realizar la slectroforesis.
a) placas de vidrio, sujetedores de aluminio, separsdores y
peine de polipropileno; b} cémara de ecrflico pars electrofo
resis; c) places de vidrip ensambladas listas para ser llena-

das; d) forma de introducir la solucién de ecrilamida entre
las placas de vidrio.
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Tdentidad  Ndmwero P.u.
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Figura 3, Representacifin esquemitica de las principa
les proteinas de la membrana de eritrocitos humanos sg
paradas por electroforesis en gel de S0S-poliecrilami-
da. El patrén de bandeo se muestra después de la tin-

cién con azul de coomassie. €Esquema basado en Sherman
{1988).



RESULTADGOS

Los animales de experimentacidn se trataron diariamente con diver
sos sgentes miotonizantes. A los cuarenta dias de comenzado el experi
mento, los animales fueron sacrificedos y se gbtuvieron muestras de
sangre que se utilizaron para realizar algunas determinaciones hamato-

18gicas y bioguimicas. Los resultados se muestran a continuacién:

En el Cuadro I se muestran los resultados de las variables hemato
lfigices y bioaoufmicas gque se estudiaron; los valoras se expresan como
la media eritmética + la desviecifn estdnder y fueron cinco las obser—
vaciones utilizadas pare calcular cada promedio. Los valores de cada
una de las determinacicnes efectuadas aparecen en las Figures 5 a la
9 y los resultados del anflisis de varianza empleadao se indican en el
Cuadro 1I.

I. DESCRIPCION DE LOS ANIMALES AFECTADOS

los sintomas clinicos de miatonia se hicieron obvios el mismo dia
que comenzi el tratamiento con el 9-AC. (os animales se mostraron rea
cios a moverse y sSu locomocidén fué Janif; y torpe, durendo el efecto al
gunas veces hasta 24 horas después de la administracién de la droga.
Lz postura de los animalss fué inducida por la contractura de los mis-—
culos esqueléticos como se muestra en la Figura 4. Las ratas que reci
bieron este tratamiento finalizaron con un peso de 275.5  15.86 g (me
dia + desviacifn estdndar), mientras que el grupo testigo termind con
un peso de 323.8 + 31.06 g.
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Las ratas tratadas con el 20,25-D mostraron signos de rigidez mus
cular hasta los 30 dfas después de iniciado el experimento y fué de me
nor grado gue el de 1los animales que recibieron el 9-AC. Aungus algu-
nos animales mostraron sehales de diarrea, terminaron con un peso de

309.2 + 25.07 g gue fué muy similar al pesa del grupo testigo.

I1. PRUEBAS HEMATOLDGICAS

A. Hemoglobina

En 1la Figure 5 se presentan los valores de hemoglobina encontrados
en los animales expuestos a los diferentes tratamientos. En el grupo
testigo se observé la mayor dispersién con limites de 13.5 a 17.0 g/dl
(; = 15.48 g/d1); en los animales miotonizedos con 9-AC la dispersién
fué menor siendo el lImite inferior de 13.9 y el limite superior de
15.3 g/dl (x = 13.96 g/d1) y no fuernn diferentes estad{sticamente del
grupo testigo; por Gltimo, se encontrd una marcada disminucién de esta
protefna en los animales tratados con el 20,26-D ya gue sus valores es
tuvieron entre 11.5 y 12.6 g/d1 (x = 12.08 g/d1) siendo estadisticamente
difarentes del grupd testigo y del grupo tretado con el 9-AC.

B. Hematécrito

El porcentaje de células rojas en sangre ds cada una de las ratas
qua recibieron las diferentes tratamientos se musstra en la Figura 6.
Los niveles de hematécrito del grupo testigo estuvieron entre 45 y S0%
(x = 47.6%) con una dispersién muy similar a la de los otros grupos; el
porcentaje del paquete celular de los animmles que recibisron el S-AC
fluctud entre 41 y 45% (x « 43.2%) y el de las ratas tratadas con el



20,25-D entre 40 y 44% (x = 41.68%) siendn ambas diferentes al grupo
testigo y simi lares entre si.

ITI. PRUEBAS BIORUIMICAS

A. Glucosa

Los valores de los niveles séricos de glucosa encontrados en las
unidades experimentales se inmdican en la Figura 7. Lla glucosa sanguf-
naa del grupo testigo mostrf una mfnima dispersifn aestando sus limites
entrs 155.03 y 160.13 mg/dl (x = 157.55 mg/dl): contraric a estn, los
valores de glicemja de los grupos de animales miotonizados mostraron
dispersiones muy amplias, estanda entre 83.54 y 172.30 mg/dl (x =
417.83 mg/d1l) en los animales tratados con 9-AC y entre 80.54 y 160.26
mg/dl (x = 122.56 mg/d1) en los animsles gque recibieron el 20,25-D. Lo
anterior ocasiond que no fuera posible encontrar diferencias significe-
tivas con el andlisis estadistico empleado; sin embargo, svidente que
las distribuciones de los niveles séricos de glucosa en los animales mig

tonizedos son diferentses a la del grupp testigo.

B. Protefnas séricas totales

En la Figura 8 se presentan los niveles séricos de proteinas tota
les encontrados en cada uno de los animales sometidos a les diferentes
tratemientos. En el grupo testigo se encontraron niveles proteicos
que van desde 5.16 hasta 6.12 g/dl (x = 5.57 g/d1} y una mayor disper—
8i6n que en los valores observados en los grupos fde animales miotoniza
dus cuyos miveles variaron entre 5.27 y 5.683 g/dl (x = S.47 g/dl) en
las tratadas con el 9-AC y 5.59 y 6.12 g/dl (x = 5.91 g/d1) en los que



recibieron el 20,25-D. AdGn asf, estas variaciones no fueron estadfsti

camente significativas entre ninguno de los grupos.

C. Colestarol

La concer traci6n de colesterol en el sueru de cada uno de los ani
males expuestos a los diferentes tratamientos se muestra en la Figura
9. En los snimales del grupo testigo se observé una amplia dispersién
ern los valores de los niveles séricos de este 1lipido y estuvieron entre
62.94 y 78.08 mg/dl {x = 71.76 mg/dl); un comportamiento muy similar
se observé en los nivelss colestervlemiantes del grupo que rscibif sl
9-AC cuyos valores oscilaron entre 65.47 y 84.32 mg/dl (x = 74.04
(mg/d1) y fuernn estedfsticemente similares al grupo testigo. Finalmen
te, el grupo t—atado con el 20,25-D tuvo bajos niveles y poca disper——
8ién en sus resultados y éstos fluctuaron entre 40.24 y 45,22 mg/dl
(x = 45.02 mg/4l), esta marceds reduccifn de los niveles sérices de co
lesterol fué estadf{sticamente diferente al comparar estos valores con

los del grupo .estigo y los de animales que recibieron el S-AC.

IV. ELECTROFORI'SIS EN GELES PLANOS

En la Figura 10 se muestran los electroforetogramas tipicos de las
proteinas de membranas eritrocfticas de los animales sometidos a los di
ferentes tratamientas, asf como el diagrama esquemitica de cada uno de
log carriles., De ioual modo, en la Figure 11 aparecen los perfiles
densitométricos de los electrofuretogremas mostrados en la figura ante
rior. Con una flecha se indican las altereciones en los primcipales
picos del patrdn densitométrico de la muestre de animales tratados con

8l S-AC y consiste en disminuciones en los polipéptidos que wmigran en



las vregiones de peso molecular de 26,000 y 29,000 daltones e incremen—

tos en los polipéptidos que migran en las regiones de 59,000 y 135,000

daltones de peso molecular. Ademds, se observé un ligero incremento en

una banda de renor intensidad cuyo peso molecular aeparente es de 85,000

daltones. Por otro lado, el perfil densitométrico de ls muestra de ani

males tratados can el 20,25-D no mostré diferencias evidentes al compa-

rarla con el crupo testigo.



Figure 4. Animal con miotonfa experimental después de 30 dfes de
tratamiento con los agentes farmacolSgicos. Note la postura de
extensién snarmal de las patas traseras,



Cuadro I.

Re=ultados de las determinaciones hematolSgicas y bioguimicas
sfectuadas a ratas miotonizadas experimentalmente.

Se muestran la media

+ la desviacién esténdar; el némero entre peréntesis corresponde al de

animales por tratamiento.

TESTIGO (5) 9-AC (5) 20,25-D (5)
32 mg/kg S0 mg/kg
Hemoglobina (g/d1) 15.48 + 1.45  13.96 + 0.79  12.08 + 0.S5
Hematdcrito (%) 47.60 + 1.95  43.20 + 1.64  41.80 + 1.79

Blucosa (mg/dl)
Protefnas séricas
totales (g/d1)
Colesterol (mg/dl)

157.55 + 2.46

5.57 + D.46

71.26 + 6.02

122.56 + 30,44

117.83 + 32,90

6.47 + 0.24  5.91 + 0.23

1+

94.04 + 7.03 45,02 % 2.67
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Figure 5. Niveles de Hemoglobina (g/dl) detectedos & la
sangre de cada una de les cinco ratas expuestas a ips di-

ferentes tretamientas,
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Figure 6. Valores del porcentaje del paguete celular
(%) en sangre de cada una de las cinco retas expues—
tas a los diferantes tratamientos.
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Figura 7. Valores e Glucosa (mg/dl) en el suero de cada
una de las cinco retas sxpuestas a los difsrentes trata—

mientos.
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Figura B. Niveles de Protefnas totales (g/d1) en el sue
ro de cada una de las cinco ratas expuestas a los diferen
tes tratamientos.
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Figura 9. Niveles de Colesterol (mg/dl) en sueroc de
cada una de las ratas expuestas a los diferentes trea-
temientas.
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Figura 10. Electroforetogramas de proteinas dea membre—
nas eritrocfticas de ratas A) Testigo, B) Tratadas con
el 20,25-0, y C)Tratadas con el 9-AC. Las alteraciones
s8 indican con un esterisca.

& %



4 b | e ———
T, -4+

£ = e ..4____.4_

- -
\ | A ‘_2]_ !
- '-..
VYR e
d N T : 1' I 3
= N A
10 POt bl TP (O Vot P il o 11

|

PEBO MOLECULAR APARENTE

" =3

( x 10" daltonss)
fFigure 11. Parfiles densitométricos de los electroforetogra
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DISCUSION

I. INDUCCION EXPEAIMENTAL DE MIOTONIA

Los anime 185 que recibisron el S5-AC mostraron miotonfa clinica y
disminuyergn «u curva de peso en forma similar & la descrita snterior-
mente para ratas Wister y Long-Evans (Ramos-Remfrez et al., 1983a; Ji-
ménez-Salas et al., 1984) perun, g diferencia de lo que pasa en éstas,
en la linea Spragus-Dawley la duracién de los efectos miatfinicos fre—
cuentemente s¢ prolongd hasta 24 hores después de la administrecién de
la droga y la reduceién final en el peso de los animales miotonizados
fu& mayor. Estos resultados, aunado a los que se describirdn en sec—
ciones posteriores, indican que las ratas Sprague-Dgwley son més sensi

bles a la accidn del S-AC.
f 4

Los animales tratados con 8l 20,25-D no mostraron signos tan evi-
dentes de miotonfa como los que recibieron sl 9-AC, A los 30 dias de
iniciade el exqerimento tuvieron dificultedes al caminar, esi como dig
rrea y excrecisn de grandes cantidades de orina que son signos caracte
risticos de 1la accién de este férmaco (D'Alonza y McArdle, 1982). La
disminucién de los signos mioténicos en andimales deshidratados ha sido
observada por otros autores en la mictonfa natural (Hegyeli y Szent—-
Bybrgyi, 1961), aunque no se ha descrito el mecanismo de los efectos
de la deshidratacién.

Un gren p-oblema descrito por otros autores (Peter et al., 1975;
D'Alonzo ¥ McA—dle, 1982) en los animales tretados crénicamente con el
20,25-D es su sGoeptibilidad a infecciones pulmonares ecompafiada de di
ficultedes parma ganar peso; sin embargo, sstos problemas no se presenta

ron en este 83 udio y los animales terminaron en aparante buena salud.



II. PRUEBAS HIMATOLOGICAS

Los nive .es hematolfgicos encontrados en los animales del grupo
testign son similares a los informados anteriormente (Vondruska y Gre
co, 1973). Los animales miotonizados con el 9-AC tuvieron valores ds
hemoglobina my similares al grupo testigo, observacién comparable a
la descrita en informes anteriores (Jiménez-Salas et al., 1984); sin
ambargo, se puso en evidencia una reduccidn del porcentaje de células
rojas en sangre gque refleja un posible estado de anemia.oue no habia
sido observede previamente (Jiménez~Salas et al., 1984). Por otra par-
te, la marcads reduccién de los niveles de hemoglobina y del hematécri
to en las ratas tratadas con el 20,25-D muestren un mayor efecto de es
ta droga sobre los fectores hematolégicos en estudio y se carece de an

tecedentes al respecto.

Se sabe rug alguncs férmacos pueden ocasionar gnemia de verias ma
nsras, a sabery 1) estimular la produccién de anticuerpos gue a su vez
destruyan al eritrocito; 2) reaccionar en forma directa con 1la membra-—
na del eritrocito normal pera producir anomalias gue causen hemflisis;
[ 8 8] producir ciertas reacciones que no sean téxicas para los eritro-
citos normales perts que 3f lo sean para glébulos rojos deficientes en
procesos de destoxificecifin. De estas tres posibilidades, no se tienen
datos con agentes miotonizantes con respecto a la nimero 1. En rela—
cifn a la segunda posibilided, se sabe que los agentes miotonizantes
originan cambins ~funcionales y/o estructuralesd en las membranas celu
lares, bue posiblemente contribuyan a una destruccifn mds répida del e
ritrocito; la *em? posibilidad se v& spoyada en los sfectos ocasiona
tdos por el clofibratp, un agente hipocolesterolamiante y mioctonizante
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que origina gremdes alteraciones en el metabolismo de 10s carbohidre——
tos (Wilkering et al., 1978). Por analogfa con el clofibreto, posibls
wenta estos agentes miotonizantes alteren el metabolismo del glfbulo
rojo cuya principal fusnte de energfa es la via glicolftica. Es muy
posible que los hematies alteredos sean secueatrados en el bazo y oue
la produccién de glébulos rojos no compensa su mayor destruccifn.

Por otra parte, el estado de enemia no es un fenfmeno carecteris-
tico de las enferwedades que cursan con mictonia haturel (Samehe et al.,
1967; Atkinson et al., 1980) por lo nue se sugiere gque en la miotonie
experimental se debe a un defectop colateral de los farmacos.

I1I. PRUEBAS BIOQUIMICAS

A, Glucosa

La concentracifn de glucosa en la asngre del grupo de rates qua
82 utllizé como testigo fué similar a la informada antariorwente por
Powanda et al. en 1976. Aunoue no 3e observaron diferencims significa
tivas en la giucosa sérica de los animales mioténicos comparados con sl
grupo testigo, si ss observd una tendencia a disminufr los ndvelss gli
cémicos de los primercs. Lo enterdior epoya el concepto de que las re-
tas Spregue-Dawlsy son mis sensibles a la accién del 9-AC gue las ratas
Long-Evana ya gue en estas Gltimas no aparece esa tendencia (Jiménez-
Salas gt al., 1984). Un fenSmeno similar fué observedo en los amima—
les que recibieron el 20,25-D y se carece de inforwecidén previa acerca
de dicha tendsncia hipoglicemiente.

Por otru parte, algunos antecedentes indican aue el clofibrato ad
mimnistredo e grandes dosis altere profundamente sl metabolismo de la



glucasa pues disminuye sus niveles sanguineos (Powands et al., 1976),
disminuye el contenido de glicfgeno hepdtico aumentando su degradacién
y disminuyendo su sintesis (Platt y Thorp, 1966) y disminuye los inter
mediarios de la via glicolitica (Wilkening et al., 1978), entre otros
efectos. Por analogia con este agente, ea posible que los férmacos
miotonizantes en estudio ocesionen anormalidades en el higado oue afec
ten au capacidad de elaborar una cantidad suficiente de glucosa para
contrarrestar las velocidades ordinarias de su utilizacién en la peri-
feria con la consiguiente hipoglicemia y gque este efecto fuera més in-

tenso a mayores dosis.

Se ha descrito oue pacientes con miotanfa distréfica sufren alte-
recicnes en el matabolismo de la glucosa tales como hiperinsulinemia
(Barbosa et ml., 1974), intolerencia a la glucosa (Barbosa et al.,
1974) y resistencia a la insulina {Tevaarwerk y Hudwon, 1977). Por lo
anterior, posiblemente la ligera hipoglicemia observada en las unidades
experimentales se relacione con la miotonia experimental, aunque no se

descarta un posible efecto colateral de las drogas.

B. Protefnas séricas totales

Los niveles de proteinas séricas de los animales que se utilizaron
como testigos son similares & lns publicedos por Powanda et al. en 1976.
No se shcontraron diferencias significativas entre las ratas miotoniza-
das y el grupo testigo, sugiriendo gue el 5-AC y el 20,25-D no alteman
la cantidad total de las prateinas del suero, resultados que concuerdan
con los observados anteriorments en animales tretados sdlo con el 9-AC
(Jiménez-Salas st al., 1984). Estos resultados también concuerdan con
las observaciones descritas por Lipicky et al. (1971) que informaron no
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haber encontradn alteraciones en el contenido total de proteinas séri-

cas de pecientes con miotonia congénita.

€l aue no haya disminucién de las proteinas totales no descarta
posibles alteraciones en los niveles de las fracciones proteicas pues
el clofibrato tampoco cambia el contenida total de protelnas séricas y
sf aumenta el contenido de alblmina y disminuye la fraccién alfe 2 (Po
wanda et al., 1976); por su parte, el 9-AC disminuye el contenido de
albdmina en el suero provocendo una disminucién de la relecifin alblmi-
na/globulina (Jiménez-Salas et al., 1985)

C. Colestervl

Los niveles de colesterol encontrados en el grupo testigo son muy
similares a los publicados por D'Costa et al. en 1977. Ademds, los va
lores encontrados en los animales mioténicos corresponden a los descri
tos previamente. Lpos animales tratados con el 20,25-D tuvieron nivelas
séricas de colesternl reducidos casi la mitad de los encontrados en sl
grupo testico, resultados que concuerdan con los publicados por Winer
st al. en 1965 y 1966. E1 efecto hipocolesterolemiante del 20,25-D
bien conocido y se debe a una reduccif6n en la biosfntesis del coleste-
rol (Steinberg y Avigan, 1960). Los niveles encontrados en el grupo
de animales que recibieron el S-AC fueron similares a los del grupo teg
tigo y concuerda con lo informedo anteriormente (Jiménez-Salas et al.,
1984) .

Estos resultados indican gue el 9-AC -a diferencie de los agentes
hipocelesterolsmiantes- no altera el metabolismo del colesterol tan e-
videntemente como ‘el 20,25-D, lo que permite suponer oue na origina al

teraciones de lps estercles de las membranas celulares y gue aparente-



mente el mecanismo de induccién del sindrome mipténico a nivel subcelu

lar con el 9-AC diferente al descrito para el 20,25-D.

Ya nue no hay alteraciones en el contenido del colesterol plasmé-
tico y sarcolemal de pacientes con miotonfa distr6fica y miotonfia con-
génita ni en cabras con miotonfa hereditaria (RGdel y Lehmann-Horn,
1965), es evidente gue le mictanfa por 20,25-D es marcadamente diferen

de las miotonias hereditarias y de la inducida con el 9-AC.

IV, ELECTROFORESIS EN GELES DE PLACA

Pare investigar el concepto de que 1a miotonia experimental ea ma
nifiesta como un defecto generelizado en las membranas celulares, se
analizaron los perfiles elsctroforéticos unidimensionales de las prote
{nas membranales de eritrocitos de animales normales y miotonizados

farmacolbgicamente.

Las muestras de ratas testigo y las de ratas tratedas con el
20,25-0D mostraron un perfil proteico muy similer entre sf. En cambio,
las muestras de ratas tratades con el 9-AC tuvieron diferencias signi-
ficativas con el grupo testigo; en el primer grupo se observf la dismi
nucifn de dos bandas polipeptidicas mayores que se desplazan en las rg
giones de 26,000 y 29,000 daltones de peso molecular, se incrementd una
banda en la regién de 59,000 daltones al igual que en la de 135,000,
Ademds, se observé un ligero incremento en una banda de menor intensi-

dad gue migra en la regién de 85,000 daltones de peso molecular.
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Algunaos estudios han sugarido que la miotonfa puede representar
un defecto en las membranas celuleres generalizado. A pesar de pus hay
una mayor fluidez en las membranas eritrociticas de pacientes con mic
tonfa distréfica y miotonfa congénita (Butterfield et al., 1976) y anor
malidades en a funcifn de algunas enzimas de dichas membranas (Ridel
y Lenmann-Horn, 1985) noe se han observado altsraciones de los patrones
electroforéticos de protefnas membranales de hematfes de pacientes con
esas miopatfas de origen natural (Roses y Appel, 1975). Ademés, se ha
descritoc ocue los hematfes de animales tratados con €l 20,25-D tienen
mayor fluidez en su membrana {Butterfield y Watson, 1977) y alteracio-
nes en funcionses enzim&ticas (Nagatomo y Peter, 1975; Peter et al.,
1973) y nue el patrén electroforético de las proteines no cambia, tal
como se muestra en este trabejo. Lo anterior parece indicar que en
los procesos patolfgicos anteriormente sefialados hay alteracién en la
funcién de algunas enzimas membrenales sin cambios en el perfil elec—
troforético, lo gue sugiere que dichas anormalidades se relacionan con
cambios en el microambiente membranal mds que en las cantidadas relati
vas de las protefnas de diches membranas. De cuelquier forma, se re—
auiere de mayores estudios que seralen si dichas enfermedades constitu

yen en realided un defecto membranal generalizadn.

En contrasta con el 20,25-D, el S-AC eg un agentes oue al parecer
origina altereciones mis especIficas en animales de experimentacién
(Morales-aguilere, 1987) tales como una induccién del fenSmeno mioténi
co més répida v de efectos m&s intensos, entre otras. S5Si en realidad
el S=AC es un blogueador espec{fico de los canales de cloro de las mem
branas celularas, las alteraciones en los polipéptidos de las bandas

sefialadas anteriormente, probablemente indiquen alguna relacifn directa
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o indirecta con el canal aniénico del eritrocito que en alguna forma
esté relacionada con el sindrome mioténico. Sin embargo, no se puede
descartar un posible efecto colateral del 9-AC que no participe en la

induccién de miotonfa.

Por Gltimo, se hace hincapi& en gue en este tipo de investigacio-
nes se emplean té&nicas bioocuimicas para explorar las caracterdsticas
de varios desordenes de membranas inducidos experimentalmente. De va
lor adicional seré el utilizar los estudios de patologfa experimental
para contribuir a la comprensifn de aspectos normales de sstructura y
funcién de las membranas. Ademés, con estos trabajos se proporciona
una oportunidad pare traducir aelteraciones funcionales de la membrana
en témminos bioguimicos y se contribuye a sxplicar los mecanismos fisio

16gicos normales.



CONCLUSTONES

De este trabejo se concluye pue:

1. Las rates Sprague-Dawley san mas sensibles a la sccifn del S-AC aue
las Long-Evans, ya nue presentan alteraciones hematolégicas y bioquimi-—

cas que no se habfan descrita en las Gltimas.

2. Llas altereciones hematolfgices y bionuimicas en laos animales miotd
nicos son més severas en los animales tratados con el 20,25-0D que en

1os gue recibieron el 5-AC. Estas alteraciones probablemente se deben
a efectos coleterales de los férmacos que no se relacionan con el sin-
drome miotfnico ya qgue no se observan en la miotonia de origen natural

y no se asocian con la intensidad de 1la miotonia.

3. La ausencia de cambios en el perfil electroforético de proteinas

de membranas eritrocf{ticas de retas tratadas con el 20,25-D parece in-
dicer que las altereciones funcionales en enzimas membranales encontra
das por otros autorss en animales tratados con este férmaco se deben a
alteracionas en el microambiente membranal mfs que a cambias proteicos
cuantitatives. Por otra parte, las alteraciones de la® principales ban
das polipept{dicas que migrari en las regiones de peso molecular de
26,000, 25,000, 59,000 y 135,000 daltanes en las muestras de animales
tratados con el 5-AC sugieren que existe algiin tipo de relacién sntrs
1los polipéptidos que constituyen estas bandas y el transporte aniénico
del eritrocito; sin embargo, no se puede descartar un efecto colateral
del 9-AC que no se relacione con la miotonia. Por lo anterior, en este
estudio se sugiere nue los Fédrmacos capaces de inducir el sindrome mio—
ténico también pueden afectar a las membranas celulares en forma més ge

nerslizads.
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