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R E S U M E N 

ta miotonía es un síndrome muscular hereditario que también pue-

de ser inducido en animales de laboratorio mediante la administración 

de c i e r t o s agentes químicos. Aunque e l músculo es e l principal órgano 

blanco en l a s enfermedades que cursan con miotonía» se supone que e l 

defecto molecular responsable de es te síndrome se encuentra generaliza 

do a diversas membranas biológicas y no confinado únicamente a l sarco-

lema. De ahí que en la mayoría de las investigaciones bioquímicas a — 

cerca de la enfermedad se u t i l i cen membranas de e r i t r o c i t o s que son u-

na fuente fácilmente acces ib le para la obtención de membranas l i b r e s 

de contaminantes citoplasmáticos. 

Entre los agentes farmacológicos más ut i l izados para la p r o d u c -

ción experimental de miotonía figuran e l ácido 9-antracencarboxílico 

(9-AC) y e l 20,25-Diazacolestsrol ( 2 0 , 2 5 - 0 ) . 

Este trabajo se hizo con la finalidad de conocer y comparar algu-

nas condiciones hematológicas y bioquímicas y del p e r f i l e l e c t r o f o r é t i 

co de proteínas de membranas e r i t r o c í t i c a s de animales miotonizados 

farmacológicamente con los agentes arr iba mencionados y de asociar e s -

tos cambios a 1a producción experimental de miotonía. Para e l l o , se u 

t i l i z a r o n ra tas macho Sprague-Oawley de 40 días de nacidas que se sepa 

ra ron en t r e s grupos de cinco animales cada uno. E l primer grupo r e c i 

bió diariamente y por vía ora l e l 9-AC (32 mg/kg) disuelto en propilen 

g l i c o l , a otro grupo se l e administró por la misma vía e l 20,25-0 (50 

mg/kg) disuelto en agua y un t e r c e r grupo rec ib ió únicamente propilen-

g l i c o l (volúmen máximo 0 . 3 mi) y se mantuvo como testigo.. A los 40 

días de iniciado e l experimento, los animales s e sacr i f i caron , previo 

ayuno de 16 horas,- y se obtuvieron muestras de sangre completa y suero. 



Se ut i l izaron métodos común es de a n á l i s i s c l í n i c o s para determinar he* 

moglobina, hematoe r i t o , proteínas s é r i c a s t o t a l e s , glucosa y c o l e s t e — 

r o l . De l a s muestras de sangre t o t a l se tomaron al ícuotas que se pre-

pararon para hacer e lec t ro fores i s en geles discontinuos a l 5 y 8)6 de 

SDS-poliacrilamida utilizando e l método de Laemmli. 

Se encontró que e l 9-AC ocasionó sólo una l igera disminución de l 

hematoe r i t o y no s e observaron cambios s i g n i f i c a t i v o s en los niveles 

de hemoglobina« proteínas sér i cas t o t a l e s , glucosa y c o l e s t e r o l . 

En los animales tratados con e l 20,25-0 s e observaron disminucio-

nes en los niveles sanguíneos de hemoglobina, hematoerito y c o l e s t e r o l 

y no hubo variaciones s i g n i f i c a t i v a s en los niveles sér icos de prote í -

nas t o t a l e s o de glucosa. 

Cabe indicar que aunque no fueron estadísticamente s i g n i f i c a t i v a s 

las di ferencies en los niveles de glucosa sanguínea de los animales 

ndotonizados y del grupo t e s t i g o , los primeros mostraron una c l a r a ten 

dencia a la hipoglicemia. 

Las al teraciones hematológicas y bioquímicas observadas en los a -

rdmales con miotonía experimental probablemente son consecuencia de e -

fec tos co la tera les de los fármacos y no se relacionan con e l síndrome 

mi o tónico ya que no se han encontrado en la miotonía de origen natural 

ni se observaron asociados con la intensidad de l a miotonía en es te es 

tudio. 

No se encontraron cambios en las proteínas de membranas e r i t r o c í -

t i c a s de r a t a s miotonizadas con e l 20,25-D por medio de la e lec trofore 

s i s en geles de SOS-poliacrilamida, lo que sugiere que las anormalida-

des en las funciones enzimáticas encontradas por o t t a s autores en ment-



breñas e r i t r o c í t i c a s de animales tratados con es te fármaco se r e l a c i o 

nan con a l terac iones en e l microambiente membranal más que con cambios 

proteicos cuant i ta t ivas . 

Por otro lado, en e l p e r f i l proteico de membranas e r i t r o c í t i c a s 

de animales tratados con e l 9-fiC s i se observaron algunas a l teraciones 

en las bandas polipeptídicas, a saber: 1) disminuciones en la i n t e n s i -

dad de las bandas en las regiones de 26,000 y 29,000 daltones de peso 

molecular, y 2) incrementos en la intensidad de las bandas polipeptídi 

cas que se desplazan en las regiones de 59,000 y 135,000 daltones. Es 

to sugiere una relación funcional y/o estructural entre los pol ipépt i -

dos que integran estas bandas y los del canal aniónico de l e r i t r o c i t o , 

aunaue no se puede descartar que este efecto del 9-PC sea c o l a t e r a l a l 

síndrome miotónico. 



I N T R O D U C C I O N 

Las ntfcopatías son un grupo de desordenes que afectan a l o s múscu-

los de hambres y animales. Pueden ser adquiridas en e l transcurso de 

la vida, como la mioglubinuria esporádica y la miastenia gravis , o s e r 

de origen genético como la d i s t r o f i a muscular de t ipo Duchenne entre 

otras . 

Uno de los grandes problemas de l a f i s iopatologia ac tual lo cons-

t i tuye e l cómo estudiar las mi opa t í a s heredi tar ias , ya que cuando la 

enfermedad se diagnostica por los métodos convencionales de l a b o r a t o -

r i o , generalmente s e encuentra en un estado muy avanzado. Además, es 

d i f í c i l contar con controles adecuados para seguir e l desarrol lo de la 

miopatía en e l hombre o su reversibil idad con técnicas experimentales. 

Consecuentemente, se ha desarrollado una amplia variedad de modelos de 

enfermedades musculares humanas. Cabe mencionar que la importancia de 

estos modelos no es t r iba en que sean idénticos a los desordenes huma— 

nos, sino en que e l conocimiento de su mecanismo podría l l evar a l en— 

tendimiento del fenómeno básico de la patología muscular y a través de 

611o a la aclaración de los procesos d i s t r ó f i c o s en e l hombre. 

Entre los modelos de alopatías se incluyen enfermedades musculares 

que ocurren espontáneamente en c i e r t a s l íneas altamente puras de ra to -

nes, cabras y otros animales. Además, una área que s e expandió rápida 

mente a f ina les de la década de los 70*s fué e l desarrol lo de las mio-

pe t í a s inducidas farmacológicamente utilizando una amplia variedad de 

agentes químicos. 



Oe las miopatías inducidas con fármacos en animales de experimen-

tac ión, la que mejor recuerda a su análogo natural es la miotonía. En 

es te trabajo se pretende conocer y comparar algunos parámetros bioquí-

micos en animales tratados con diferentes agentes miotonizantes y aso-

c i a r estos cambios a la producción experimental de miotonía. 

O B J E T I V O S 

Para la real ización de es te trabajo s e plantearan l o s siguientes 

objet ivos : 

1 I n d u c i r y mantener crónicamente un estado de miotonía experimental 

en animales de laboratorio mediante e l uso de dos agentes farmaco-

lógicos , 

2 . - Determinar las concentraciones de hemoglobina, hematócrita, gluco-

s a , proteínas sér i cas y c o l e s t e r o l en la sangre de estos animales, 

a s í como 

3 . - Conocer y comparar su p e r f i l de proteínas de membranas de e r i t r o c i 

tos obtenidos por medio de la e lec t ro fores i s en ge l es de SDS-poli-

acrilamida, y 

A.- Asociar estos cambios a l e producción experimental de miotonía. 



A N T E C E D E N T E S 

I . EL SINDROME MIO TONICO 

A. GeneraHdades 

La miotonla ss un síndrome c l í n i c o que s e caracter iza por un r e — 

tardo en l a fase de re la jac ión del músculo esquelét ico, posterior a Li-

na contracción muscular producida por un estimulo nervioso, mecánico o 

e l é c t r i c o (Kuhn, 1973). Brown y Harvey (1939) la describieron en t é r -

minos e lec t ro f i s io lóg icos como una tendencia anormal de la membrana 

muscular a descargar un tren de potenciales de acción en respuesta a 

una despolarización. Este fenómeno fué descrito primeramente por A.J* 

Thomasn (1676) como una condición hereditaria en s í mismo y en varios 

miembros de su famil ia ; posteriormente, Strümpell (1881) la denominó 

ndotonía congènita. En la actualidad se l e ha relacionado con p r o c e -

sos d i s t r ó f i c o s en la parandotonía congènita, ndotonía d i s t r ó f i c a y en 

la p a r á l i s i s periódica famil iar (Caughey, 1968). 

E l síntoma c a r a c t e r í s t i c o que se observa en un paciente ndotónico 

consis te en una rigidez involuntaria de los músculos esqueléticos, de-

bida a su vez a una re la jac ión prolongada de los mismos, que se mani— 

f i e s t a a l i n i c i a r súbitamente alguna actividad f í s i c a como caminar, co 

r r e r , e t c . Esta rigidez disminuye a l continuar e l e j e r c i c i o tasta de-

saparecer por completo a i pocos minutos, fenómeno conocido como "calen 

tandento" (Ravín, 1940), 

E l defecto responsable de la ndotonía se ha localizado en la mem-

brana muscular, ye que e l síndrome pers i s tè aún después de ap l i car cu-

rare a la place neuromuscular, seccionar e l nervio p seccionar los cor 

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



guirre et a l . , 1940); de hecho, pueden producirse descargas miotómcas 

estimulando a l músculo en cualquier región y no sólo en la región neu-

romuscular. 

Una c a r a c t e r í s t i c a in for tente del músculo miotónico es l a elevada 

res i s tenc ia e l é c t r i c a de l sarco lana; particularmente, l a conductancia 

a l ión cloruro (G_.) aparece muy reducida. Esta c a r a c t e r í s t i c a es ob-ex 
sen/able en l a raiotonla congènita y no s e presenta en l o s músculos s a -

nos, por lo que se acepta que es l a principal responsable del defecto 

miotónico (Bryant y Morales-Aguilera, 1971; Lipicky et a l . , 1971). 

Para comprender l a relación entre la G . y la actividad r e p e t í t i -
L 1 

va en es te desorden, s e debe recordar l a organización estructural de 

una f i b r a de músculo esquelético de mamífero. Los potenciales de a c -

ción que s e propagan por l a super f i c ie de una f i b r a muscular^ invaden 

a los elementos c i l i n d r i c o s delgados de l sistema tubular transverso 

(sistema T) . Este sistema T es té funcional y e s t r u c t u r a r e n t e re lac io 

nado a l sarco lema, pero su geometría presenta problemas especiales. 

Aunque e l movimiento de sa l ida de l potasio que acompaña a un potencial 

de acción en la superf ic ie de l a membrana es ins ign i f i cante en e l gran 

volúmen del espacio extracelular , en e l volúmen restr ingido de l s i s t e -

ma T e l potasio liberado en cada ootencial de acción puede aumentar su 

concentración i n t r a luminar hasta en 0 . 4 nM por impulso. La difusión 

del potasio en e l sistema T es té limitada y varios potenciales de ac—• 

cifin conducirán a quB se acumule es te ión en los túbulos T. S i e l sa^ 

colema es permeable únicamente a l potasio, Bsto podría dar por resultg 

do la despolarización de la membrana; s in embargo, l a G._ que es del 
L I 

70 a l 80^ de la conductancia iónica de la membrana en reposo, miniroizq 

los efectos de cambios en l a concentración de potassio en e l potencia^ 



d e l sarcolema. S i la G en e l sarcolema s e reduce, e l potencial de 

membrana se vuelve sensible a l a acumulación tubular de potasio. En 

esta s i tuac ión , varios potenciales de acción conducirán a la despalara 

¿ación de la membrana. S i es ta l igera despolarización es mantenida, 

como e l sistema de conductancia a l sodio se recupera rápidamente de la 

inactivación después de un potencial de acción, o t r a vez se act ivará 

l a corr iente de sodio y podría originar la actividad c a r a c t e r í s t i c a de 

la miotonía (Adrián y Bryant, 1974). 

Por o tra parte, diversas investigaciones acerca de l a G en e l 

músculo esquelético señalan que e l ión cloruro podría transportarse a 

travás de la membrana muscular por csnales acuosos que podrían ser pro 

te ínas integrales Palade y Barchi, 1977a; Wallis y Koeing, 1960}. Aún 

se desconoce s i en la miotonía t a l a s canales están obstruidos o se en-

cuentran en menor cantidad que en e l músculo normal. 

B. Modelos Farmacológicos de Miotonía 

Los efectos ndotónicos pueden ser inducidos experimental™ente en 

animales de laboratorio por un amplia variedad de compuestos, entre 

los que figuran los ácidos aromáticos monocarboxllieos (AAM) (Bryant y 

Morales-Aguilera, 1971) y los agentes hipocolesterolemiantes (Winer et 

a l . , 1965); ejemplo de los primeros son e l ácido 9-antrac encarboxi l i e o 

(9-AC) y e l ácido 2,4~diclorofenoxiacético ( 2 , 4 - 0 ) , y de los agentes 

hipocolesterolemiantes son e l 20,25-diazacolesterol (20 ,25-0) y e l c ío 

f ibra to . Se examinarán con d e t a l l e los efectos inducidos por e l 20, 

25-0 y e l 9^AC. 

Winer e t a l . (1965) 

demostraron que e l 20,25-0 que se u t i l i z a co-

mo agente hipocolesterolemiante es capaz de inducir espasmos muscular— 



r e s y un electrondograma muy s imilar a l de pacientes mio tónicos. RCt— 

del y Songas ( i972) demostraron que animales tratados diariamente con 

e l 20,25-0 a los pocos días desarrollan e l signo miotónico con una 6__ ü l 
sareolema1 anormalmente reducida. 

Entre l a s c a r a c t e r í s t i c a s bioquímicas de los animales tratados 

con e l 20,25-0 se incluyen: reducción de los niveles del c o l e s t e r o l en 

plasma, sarco lema y membrana e r i t r o c í t i c a , incremento en e l contenido 

de desmostárol, que es un precursor de l a b ios ín tes i s del co les tero l , 

en plasma y sarco lema (Chalikian y Bare h i , 1982a), a l terac ión de las 

actividades enzimáticas de la ATPasa (Na* + K + ) , ATPaSa-Ca y p -n i t ro -

fen i I fos fa tasa (Peter e t a l . , 1973; Chalikian y Bacchi, 1980 y 1982b). 

Niebrój-Oobosz e£ ¿1 . (1976) observaron que e l sarcolema de anima 

les hechos miotónicos con hipocolesterolemiantes presentaba a l t e r a c i o -

nes en l a concentración de una proteina de 100,000 daltones; s in embar 

go, Chalikian y Bare hi ( 1980) no encontraron t a l e s cambios. Por otro 

lado, hay información de inducción de ca tara tas , a t r o f i a t e s t i c u l a r y 

desordenes de los músculos l i s o y cardíaco, en las ra tas hechas miotó-

nicas con esta droga (SchrBder y Kuhn, 1968; Peter et a l . , 1973; Naga-

tomo y Peter , 1975). Por los antecedentes anter iores se ha descr i to 

que la ndotonía inducida con e l 20,25-0 es más semejante a la miotonía 

d i s t r ó f i c a que a la miotonía congènita (Morales-Aguilera, 1987). 

E l modelo experimental más s a t i s f a c t o r i o para e l estudio del ferió 

meno mi atónico lo proporcionan los AAM (Morales-Aguilera, 1987). En 

61, Se mimetizan las condiciones propias de la miotonía congènita: e l 

electromiograma revela una s e r i e de potenciales de acción repet i t ivos 

que provocan una fase de re la jac ión muscular anormalmente lenta y la 

res i s tenc ia de l sarco lana se incrementa paralelamente a una 6 . dismi-



nuída (Bryant y Mora les-Aguilera, 1971). 

Por otra parte, a diferencia de los agentes hipocolesterolemian— 

t e s , la miotonía inducida por los APM puede aparecer con una sola do— 

s i s y s i la administración es endovenosa e l tiempo necesario para que 

aparezcan los signos miotónicos es menor o igual a £0 segundos (Moffett 

y Tang, 1966], Por las observaciones anteriores, Bryant y Morales-A-

guilera (1971) y Palade y Barchi (1977b) propusieron que e l mode de ac 

cifin de estos fármacos es bloqueando directamente a l "canal de c.loraM 

de la membrana muscular. 

La mayoría de los trabajos de inducción de miotonía con los AAM 

uti l izan e l siguiente modelo experimental: la dosis es única y adminis 

trada endovenosa o intraperitonealmente (Moffett y Tang, 1966; V i l l e -

gas-Navarro et a l . , 1966). Con es te modelo se han investigado algunos 

factores b io f í s i cos de las f ibras musculares t a l e s como res is tencia to 

t a l de la membrana, conductancia de algunos iones, e t c . ; s in embargo, 

no ss han hecho estudios sobre las carac ter í s t i cas bioquímicas que lo 

acompañan. 

Recientemente^ ur\ grupo de trabajo dirigido por Morales-Aguilera 

ha empleado un modelo diferente para la inducción experimental de mio-

tonía con AAM. En e l primero de una s e ñ e de trabajos (Ramos-Ramírez 

et al.-* 1903a) uti l izaron a l 9-AC como agente miotonizante y lo admi— 

nistraron a ra tas Wistar por vía o r a l y por un tiempo de 90 días . En-

contraron que las ratas macho son más sensibles a la acción de la dro-

ga que las hembras, ya que e l tiempo necesario para exhibir los signos 

«iotónicos es más corto y la duración de los efectos es mayor. Además, 

observaron una considerable disminución en la curve de crecimiento de 

los machos en relación a su grupo tes t igo . El mismb grupo de inves t í -



gadorea (Ramos-Raafrez e t a l . , 1983b) informa no haber encontrado a l t e 

raciones his to lógicas ni ul treestructúrales en los músculos esquelét i -

cos de l a s unidades experimentales. 

La búsqueda de a l teraciones bioquímicas que pudieran acompañar a 

es te modelo experimental de miotonía, puso en evidencia solamente un 

cambio en l a relación albúmina/globulina sér i ca debido a una d isminu-

ción en loa niveles de albúmina, a s í como una posible reducción de los 

niveles de potasio en sangre, pero ninguna a l terac ión profunda o penna 

nente comparable a l a s producidas con e l diazacoleaterol ( J iménez-Sa-

l a s et e l . , 1984 y 1985). 

C. Bioquímica de E r i t r o c i t o s 

Aunque e l músculo ea e l pr incipal órgano blanco en l a s enfermada* 

des que cursen con miotonía, es patente la d i f i cu l tad de estudiar las 

c a r a c t e r í s t i c a s bioquímicas d e l sansolsna dada la elevada cantidad de 

contaminantes citoplásmicos de l a f i b r a muscular, principalmente mem-

branas derivadas de organelos citoplásadcos t a l e s como ndtocondrias y 

re t í cu lo sarcoplAsndco. La mayoría de l a s investigaciones bioquímicas 

u t i l izan membranas de e r i t r o c i t o s , ya que constituyen una fuente de f á 

c i l a te acción de mcmhronoo l i b r e s de contaminantes. La es t ra teg ia de 

u t i l i z a r e r i t r o c i t o s en vez de músculo s e fundamenta en suponer que e l 

defecto s e exprese en diversas membranas biológicas y no sólo en e l 

aarcolema . 

En 1976, Roses y Appel publicaron una revisión de l o s estudios 

que han realizado en membranas e r i t r o c í t i c a s de pacientes ndotónicos. 

Utilizando "fantasmas" (membranas l i b r e s de hemoglobina) de e r i t r o c i -

tos de pacientes con ndotonle d i s t r ó f i c a observaron urta disminución en 



l a fos for i lac ión de los polipáptidos que ndgran en l a región de 90,000 

a 100,000 d aitones de peso molecular en geles de 508-poli a c r i lamida, 

entre l o s que s e incluyen a l a ATPasa (Na++ y a l a s proteínas d e l 

"canal de c l o r o " , entre o t r o s . La microscopía e lectrónica de barrido 

mostró la presencia de una elevada cantidad de estomatocitos ( e r i t r o c i 

tos en forma de copa) en nuestras de pacientes con miotonla d i s t r ó f i c a 

en relación a la población t e s t i g o . 

But ter f le ld et a l . (1976) describieron que personas con d i s t r o f i a 

•uscular de t i p e Due henne (OMO), miotonla d i s t r ò f i c a (U0) y miotonla 

congènita (MC) tienen mayor fluidez en sus membranas e r i t r o c í t i c a s . 

En 1977, Butterf le ld y Watson encontraron resultados similares en r a t a s 

tratadas con e l 20 ,25-diazacolesterol . 

Posteriormente, Atkinson e t a l . (19S0) estudiaron l a composición 

da los e r i t r o c i t o s de cabras miotónicas, un modelo animal de miotonla 

hereditar ia , encontrando niveles elevadas de c a l c i o y de ácido s i á l i c o 

unidos a la raanbrana y mejor fragil idad osmótica. 

I I . ELECTRCFORESIS EN GELES DE PLACA DE POLIACRILAMIDA 

La e lec t ro fores i s en g e l ya ha sido ut i l izada en la investigación 

de l a s c a r a c t e r í s t i c a s bioquímicas de membranas de e r i t r o c i t o s en l a s 

diversas enfermedades que cursan con miotonla. Roses et a l . , en 1975 

describieron que e l p e r f i l e lee troforát ico de las proteínas de membra-

nas e r i t r o c i t i c a s de pacientes con DM0, M0 y MC no cambia grandemente 

comparado con los t e s t igos normales. En cambio, en las membranas e r i -

t r o c l t i c a s de cabras miotónicas disminuye considerablemente un compo-

nente que migra en la región de 140,000 de peso molecular» por lo que 

se sugiere que hay un defecto generalizado en l a s membranas biológicas 

en la miotonla hereditaria (Atkinson et a l . f c tSQQ^ 



I I I . HIPOTESIS DE TRABAJO 

En es te trabajo se proponen dos hipótesis : 

1 . - Cono l a miotonla se relaciona con al teraciones funcionales 

del "canal de c loro" de l sarco lema del músculo esquelético y dicho c a -

nal probablemente es de naturaleza proteica, y ya que s e ha propuesto 

que este síndrome se presenta como un defecto que ocurre en diversas 

membranas ce lu lares , s e propone que: "S i en l a raiotonía inducida con 

agentes químicos también ocurre un defecto en diversas membranas ce lu-

la res , probablemente se presenten a l terac iones en e l p e r f i l e l ec t ro fo -

r é t i c o de proteínas de membranas de e r i t r o c i t o s en animales ndotoniza-

dos farmacológicamente". 

2 . - Ya que se ha observado que en la miotonla inducida con e l 20, 

25-0 ocurren a l teraciones multisistárnicas y en l a miotonla inducida 

con e l 9-AC no se presentan cambios profundos o permanentes en los ani 

males afectados, se propone que: "En l a miotonla inducida con e l 20,25-0 

ocurren mayores al teraciones de los componentes sanguíneos que en l a 

inducida con e l 9-AC ya que s e induce un estado patológico más severo"« 

Este trabajo s e dividió en t r e s partes: 

a) Se ut i l izaron algunos agentes farmacológicos para c r e a r y mantener 

crónicamente un estado miotónico en animales de laboratorio, poster ior 

mente 

b) Se sacr i f i caron y se l e s extra jo sangre para determinar loa niveles 

de hemoglobina, hematócrito, glucosa, proteínas s é r i c a s t o t a l e s y c o — 

l e s t e r o l , finalmente 

c ) Se determinó e l p e r f i l e lec t ro foré t i co de l a s proteínas de membra— 

ñas de e r i t r o c i t o s de cada una de las unidades experimenta l ea . 



M A T E R I A L E S 

I . ORIGEN DE UDS REACTIVOS 

1 . - Oe Aldrich Chemical Company.- Acido 9-antracencarboxílico (9-AC). 

2 . - Oe BioBad.- Azul de bromofenol y a2ul b r i l l a n t e de coomassie 

ñ-250. 

3 . - Oe Cooper Biomedical I n c . - Suero control Q-PAK. 

4.— Del I n s t i t u t o Mexicano de l Seguro S o c i a l . - Reactivo de Biuret . 

5 . - De Labore tor ios P i s a . - Solución de cloruro de sodio a l 0.9)fc. 

6 . - Oe Merck.- Acido a c é t i c o , ácido sul fúr ico , anhídrido acé t i co , car 

bonato de sodio anhidro, g l i c e r o l p metano1. 

? . - Oe Grtho Diagnostics Systems.« Acuglobin (cianometahemoglobina). 

8 . - De Pro Lab.- Solución Drabkin. 

9 . - De Química Sco t t , S .A . - Tartrato de potasio y sodio. 

1 0 . - De Riker, S .A. - LLpohepin (heparins). 

I I . - Oe Searle Chemical I n c . - 20 ,25-diazacolesterol 2.HC1 ( 2 0 , 2 5 - 0 ) . 

1 2 . - De Sigma Chemical Company.- Acrilamida, bia-acrilamida (N,N-metil 

en-bis-acri lamida), dodecil sul fato de sodio (SOS), g l i c i n a , 2 -

mercaptoetanol, ortotoluidina, persulfato de amonio, propi lengl i -

c o l , react ivo de fo l in - feno l c iocal teau, seroalbúmina bovina f rac 

ción V, TEMED (N,N,N'N*-tetrametilendÍ6ffdna), t iourea y trizma ba 

s e ( T r i s (hidraximeti l ) sfldnometano), 

1 3 . - De Smith Kline-French, S .A . - Anestesal (pentobarbital de sodio). 

1 4 . - Oe Técnica Química, S . A . - Glucosa, hidróxido de sodio y sul fa to 

de cobre pentahidratado. 



I I . MATERIAL BIOLOGICO 

Se ut i l izaron ratas (Rattus norvegicus] macho Sprague-Oawley de 

cuarenta días de nacidas y un peso promedio de 141.98 + 16.22 g (media 

+ desviación estándar) obtenidas del b ioter io de la Unidad de I n v e s t i -

gación Biomádica del Noreste, IMS3. Se alimentaron « i libitum con a l i 

mentó Purina y se l e s permitió beber agua potable libremente. 

I I I . EQUIPO 

1 . - Balanza a n a l í t i c a Chyo J ú p i t e r modelo C -200 . 

2 . - Balanza grana t a r i a Tr iple Beam modelo 700. 

3 . - Cámara de e l e c t r o f o r e s i s , modelo ideado por Studier (1953) . 

4 . - Centrífuga Sorval modelo GLC-1. 

S C e n t r i f u g a refrigerada Damon, IEC modelo B-20A. 

6 . - Oensitómetro Beckman modelo H~110. 

7 . - Desionizador de agua Synbron, Barstead. 

8 , - Equipo fotográfico Reprovit Leitz modelo l í a . 

9 , - Espectrofotómetro Cari Zeiss modelo PMQ I I I . 

10 . - Espectrofotómetro Coleman J r I I modelo 6/35 . 

1 1 . - Fuente de poder Camag. 

12 . - Homogenelzador Pot ter Elvehjfim de 3 mi de capacidad. 

13 . - Microcentrlfuga SoIbat modelo H-07. 

14._ Pe l í cu la fotográf ica Kodak papel Kodalith ortho t ipo 3 . 

1 5 . - Placa de calentamiento Fisher Thermix modelo 118. 

16 . - Potenciómetro Beckman modelo Century SS-1. 

1 7 . - Congelador Reveo de -70°C. 

1 8 . - Rotor Damon/IEC modelo 7 /76 . 

r 
f 



1 9 . - Tubos de policarbonato Nalgene de 50 mi de capacidad. 

2 0 . - Agitador e l é c t r i c o Thermolyne modelo M-16715. 

21.— Equipo para disección. 

2 2 . - VidriBrle común de laboratorio. 



M E T O D O S 

I . PREPARACIONES EXPERIMENTALES 

A. Preparación de l a s Soluciones 

E l agua que se u t i l i z ó en la elaboración de cualquier solución em 

pleada en es te trabajo fué previamente desionizada y almacenada a tem-

peratura ambiente en bote l las de 20 l i t r o s . 

Las siguientes soluciones se prepararon e l mismo día que se u t i l i 

zaron: 

- Solución de 9-AC a 32 mg/ral.- Se pesaron 32 mg de l 9-AC y se coloca-

ron en un tubo de ensaye a l que s e l e agregó un mi de propilenglicol y 

se expuso a la flama de un mechero bunsen por 20 segundos. Inmediata-

mente después, se cubrió totalmente e l tubo de ensaye con papel alumi-

nio para ev i tar que la solución se expusiera a la luz por tiempo p r o -

longado. 

- Solución de 20,25-0 a 100 mg/»l . - Se pesaron 100 mg de l 20,25-0 y s e 

disolvieron en un mi de agua. 

B. Inducción Farmacológica de Miotonla. 

E l diagrema general del diseño experimental ut i l izado se muestra 

en la Figura 1. Los animales de experimentación s e dividieron en t r e s 

grupos de cinco animales cada uno. Al primer grupo s e l e administró 

diariamente y por vía o r a l a l 9-AC a dosis de 32 mg/kg de peso median-

t e una cánula esofágica, e l volumen máximo administrado fué de 0 .27 mi 

por r e t a a l f i n a l i z a r e l experimento; a otro grupo se l e administró de 



igual forma e l 20,25-0 a dosis de 50 mg/kg y un t e r c e r grupo recibid 

únicamente propilenglicol (va lúa en máximo de 0 . 3 2 n i ] y se mantuvo en 

las mismas condiciones que loa grupos anter iores , fué e l grupo t e s t i g o . 

A los cuarenta días de inic iado e l experimento, los animales se 

sacr i f i caron previo ayuno de 16 horas, se anestesiaron mediante una i n 

yección intraperi toneal de pentobarbital de sodio (50 mg/kg) y s e ex— 

t r a j a sangre por punción cardiaca utilizando jer ingas s in y con una o 

dos gotas de heparina. A es te material biológico se l e analizaron l a s 

variables hematológicas y bioquímicas que se describen a continuación« 

I I . PRUEBAS HEMATOLOGICAS 

Oe l a sangre obtenida con jer ingas heparinizadas s e tomaron dos 

n i y s e realizaron las siguientes pruebas hematológicas: 

•A. Hgnoglobina, por e l método de la cianometahemoglobina (Hainline, 

1958). 

a) Preparación de l o s react ivos . 

- Solución Orabkin.- E l polvo comercial se disolvió en un l i t r o de a — 

gua. 

- Acuglobin.- Se u t i l i z ó la preparación comercial a di ferentes concen-

traciones diluida en la solución Orabkin. 

b) Método. 

Las muestras se trabajaron por duplicado. Se colocaron cinco mi 

de la solución Orabkin en tubos de ensaye de 16 x 150 rom, se agregaron 

0 .02 mi de la muestra problema, s e incubaron a temperatura ambiente 

por cinco min y* l a densidad Óptica de l a s nuestras ^ e determinó espec— 

trofotonétricamente a 540 nra. Se ut i l izaron estándares con e l acuglo-



fcdn diluida en la solución Dreükin entre los l imites de 0 a 9 g /d l de 

cianometa hemoglobina. 

B. Hema toe r i t o , por e l método del microhanatocrito (Lynch §£ a l . , 1972). 

a) Método. 

Las muestras de sangre heparinizada s e colectaron en tubos c api la 

res de 75 mm de largo y 1.1 mm de diámetro interno, un extremo de los 

tubos se s e l l ó con p l a s t i l i n a y se centrifugaron a 11,000 rpm por c i n -

co ndn. Finalmente, se midió con una regla milimétrica y se determinó 

e l porcentaje del volumen del paquete c e l u l a r . 

I I I . PRUEBAS BIOQUIMICAS 

Las muestras de sangre extraídas con jer ingas no heparinizadas s e 

t ransf i r ieron a tubos de ensaye de 13 x 100 mm y se dejaron a tempera-

tura ambiente por cinco rain aproximadamente, se centrifugaron a 2 ,500 

rpm y los sueros se extrajeran con pipetas Pasteur. l a s muestras obte 

rddas s e almacenaron a —70°C hasta su a n á l i s i s correspondiente. Se de 

terminaron por duplicado pare cada muestra l o s siguientes componentes. 

A. Glucosa, por e l método de Dubcwsky (1962) . 

a ) Preparación de las soluciones. 

- Solución de or toto luidina . - 1 .5 g de t iourea s e disolvieron en 940 mi 

da ácido acét ico y se agregaron 60 mi de ortotoluidina concentrada. La 

solución se almacenó en un frasco oscuro a temperatura ambiente por un 

tiempo mínimo de 24 horas antes de u t i l i z a r s e . 

- Solución de glucosa.- Oe una solución acuosa de glucosa ( l 0 mg/ml), 

s e prepararon diferentes estándares entre l imi tes da 0 a 200 mg/dl. 



- Suero Control I Q-PAK.- e l v i a l comercial s e reconstituyó con cinco 

mi de agua. 

b) Método. 

Se colocaron a l ícuotas de 2 .5 mi de la solución de ortotoluidina 

en tubos de 16 x 150 rom, s e agregaron 0 .05 mi del material biológico y 

s e taparon con canicas; l a s muestras se colocaron en baño marla a ebu-

l l i c i ó n por 10 min y después a un baño con hielo picado por cuatro min. 

Finalmente, se determinó l a densidad óptica de cada una de las muestras 

espectrofotométricamente a 630 nm de longitud de onda. 

B. Proteínas sér i cas tota les» por e l método de Biuret modificado 

(Reinhold, 1953). 

a) Preparación de los react ivos . 

- Reactivo A«- Solución de Biuret comercial. 

- Reactivo B . - Solución de cloruro de sodio a l comercial. 

- Suero control I Q-PAK.- E l v i a l comercial s e reconstituyó con cinco 

mi de agua. 

b) Método. 

Se colocaron 0 .05 mi de l a s muestras en tubos de ensaye de 13 x 

100 mm, s e les agregaron 0 .45 mi de l reactivo B y dos mi del react ivo 

A; s e incubaron 30 min a temperatura ambiente y se determinó l a absor-

bencia de las muestras a 540 nm de longitud de onda. 



C. Colesterol t o t a l , por e l método de Zlatkis § t a l . modificado (1953) . 

a) Preparación de los react ivos . 

- Reactivo A.- Se mezclaron cuidadosamente 200 mi de ácido acét ico y 

300 mi de anhídrido acét ico . 

- Reactivo B„- ácido sul fúr ico concentrado comercial. 

- Suero control I Q-PAK^— e l v i a l comercial se reconstituyó con cinco 

mi de agua. 

b) Método. 

Se colocaron a l ícuotas de cinco mi del react ivo A en tubos de 13 

x 100 mm,.se agregaron porciones de 0 .05 mi del react ivo B a cada tubo 

y se incubaron a 4°C por cinco min, se agregaron 0 .1 mi de las muestras 

biológicas y se agitaron inmediatamente con un agitador e l é c t r i c o , se 

almacenaron en oscuridad por 15 min y l a s densidades ópticas de l a s 

muestras se determinaron a 630 nm. 

IV. ELECTH0F0RESIS EN GELES DE SDS-POLIACRILAMIDA DE PROTEINAS DE 

MEMBRANAS ERITROCITICAS 

Esta parte del t rabajo se dividió en t r e s secciones que se descr i -

ben a continuación: 

A. Aislamiento de las membranas e r i t r o c í t i c a s 

La metodología empleada se basó en la descr i ta por Tanner y Boxer 

en 1972. 

a) Preparación de los react ivos . 

- Reactivo A.- Solución comercial de cloruro de sodio 0.9)t y pH de 

7 .0 . 



- Reactivo B.- Se tomaron 233 mi del reactivo A y se aforaron a un l i -

t ro con agua. 

b) Método 

Las muestras de sangre con anticoagulente se centrifugaron a 

2,500 rpm y se obtuvieron los paquetes ce lulares extrayendo con pipetas 

Pasteur e l plasma y la capa amarillenta de glóbulos blancos. E l paquete 

c e l u l a r de cada una de l a s muestras s e lavó t r e s veces con e l reactivo 

A a 4°C, se tomaron dos mi de es te paquete y se pasaron a tubos de cen 

tr í fuga que contenían 26 mi del react ivo B, se centrifugaron a 20,000 
9 

a 4°C por una hora, se extra jo e l sobrenadante y e l precipitado obteni 

do s e lavé de dos a t r e s veces con e l reactivo 8 hasta obtener un pre-

cipitado cremoso que a l observarse a l microscopio de contraste de f a -

ses mostró membranas de e r i t r o c i t o s l i b r e s de hemoglobina ("fantasmas") . 

E l precipitado cremoso s e resuspendió en e l react ivo A, se horaogeneizó 

con un homogeneizador manual y se almacenó a -70°C hasta su siguiente 

a n á l i s i s . 

B. Proteínas t o t a l e s 

Se u t i l i z ó e l método descr i to por Lowry e t a l . en 1951. 

a) Preparación de los react ivos . 

- Reactivo A.- Se pesaron dos g de hidróxido de sodio, 10 g de carbona 

to de sodio y 0 .1 g de ta r t ra to de potasio y sodio que se disolvieron 

y aforaron en 50 mi de agua. 

- Reactivo 8 . - 0 . 5 g de sul fato de cobre pentahidratado s e disolvieron 

y aforaron en 100 mi de agua. 

- Reactivo C . - Se mezclaron 10 mi de l react ivo A y o Ü mi del react ivo B. 



- Reactivo O. - Se mezclaron ?0 mJ del r e ^ t i v o de fo l in - fenol c i o c a l -

teau y 20 mi efe njjua que se 3 Imarenaron en frasco oscuro. 

b) Método 

En tubos de ensaye de 13 x 100 mm se colocaron 75 f j l del material 

biológico (merrbranas de e r i t r o c i t o s l i b r e s de hemoglobina), s e agrega-

ron 750 JJI del reactivo C y s e mezclaron inmediatamente con un ag i ta— 

dor e l é c t r i c o , se incubaron 10 odn a temperatura ambiente, se agrega— 

ron 75 j j l del reactivo 0 , se volvieron a ag i ta r y se incubaran nuevamen 

t e por 30 ndn a temperatura ambiente; l e s densidades ópticas se leye— 

ron a 750 nm de longitud de onda. Las determinaciones se hicieron por 

t r ipl icado de cada una de las muestres y los estándares de seroalbúrai-

ne ( f racc ión V) se ut i l izaron entre los l ímites de 0 a 73 ¿ig. 

C. E lec t rofores i s en gales de placa. 

La e l e c t r o f o r e s i s en geles de dodecil sul fato de sodio (SOSj-poli-

acrilamida discontinuo a l S-8)6 se real izó según e l método de Laemmli 

(1970) . 

a) Preparación de las soluciones. 

- Solución A.- 30 g de acrilandda y 0 . 8 g de bisacrilamida s e d iso lv ie 

ron y aforaron a 100 mi de agua; la solución se f i l t r ó (papel f i l t r o 

Ederol No 2) y se almacenó en frasco oscuro a 4°C hasta su uso. 

- Solución B . - Se pesaron 20 g de dodecil sulfato de sodio y se d i so l -

vieron en 100 mi de agua. 

-Solución C . - Se mezclaron 18.165 g de trizma base, dos ral de solución 

B y se aforaron a 100 mi con agua ajustando previamente e l pH a 8 . 8 . 



- Solución D.- S e mezclaron 6.055 g de trisffla bese, dos mi de la solu-

ción B y se aforaron a 100 mi con agua ajustando previamente e l pH a 

6.8. 

- Solución E . - 0 .125 g de persulfato de amonio s e disolvieron en un mi 

de agua. La solución s e preparó e l mismo día que se u t i l i z ó . 

- Solución F . - TEMED comercial. 

- Solución G.- Se mezclaron 28.82 g de g l i c i n a , 6 .04 g de trizma base 

y un mi de la solución B, se disolvieron y aforaron a 2,000 mi de agua. 

- Solución H.- Se mezclaron 0 .45 g de trizma base, 1 .2 g de SOS, s e i s 

mi de g l i c e r o l , 0 .06 g de azul de bromofenol, t r e s mi de 2-mercaptoeta 

nol y 21 mi de agua. 

- Solución I . - Se mezclaron 400 mi de etanol, 100 mi de ácido acét ico 

y 500 mi de agua. 

- Solución J . - Se pesaron 0 .25 g de azul b r i l l a n t e de coomassie R-250 

y se disolvieron en 100 mi de la solución H. 

b) Breve descripción del aparata. 

La e lec t ro fores i s se rea l izó en geles de placa, en un aparato des 

c r i t o por Studier en 1973 y que se i l u s t r a en l a Figura 2 . Se u t i l i z a 

ron geles de un mm de grosor, siendo la longitud del ge l separador de 

16 cms y de l ge l espaciador de 0 . 5 cms. 

c ) Método. 

E l ge l separador se preparó mezclando ocho mi de l a solución A, 

7 . 5 mi de la C y mi de agua. Después s e agregaron 300 p l de la so -

lución E y 22.5 ¿ j l de la F ; l a mezcla s e colocó inmediatamente entre 

l a s placas de vidrio preparadas cerno s e muestra en la Figure 2c y 2d t 

l a mezcla se cubrió inmediatamente con agua y se l e permitió polimeri-



zar. Después de l e polimerización, la capa de agua se removió y e l 

gel espaciador s e preparó mezclando los siguientes volúmenes de l a s 

mismas soluciones madre (excepto la solución C que se cambió por la so 

lución 0 ) 0 .63 mi, 1.25 mi y 2.91 mi, respectivamente; a s i como 50 ^>1 

de la solución E y cinco / i l de l a F. Posteriormente, se colocó e l ped 

ne de polipropileno y s e dejó que e l ge l polimerlzara por 30 mia antes 

de quitarlo ; finalmente, se dejó toda l a noche a temperatura ambiente 

para su t o t a l polimerización. 

Las muestras de membranas de e r i t r o c i t o s se colocaron en tubos 

Eppendorf y se agregaron volúmenes iguales de l a solución H, se calen-

taron en baño marfa a ebull ic ión por dos min y se dejaron enfr iar . Se 

colocaron 30 pg de las muestras en cada celda del gel ; l a e lec t ro fore -

s i s se efectuó en B1 aparato que se describe en la Figure 2b (usando 

la solución G como amortiguador de cámara) a 70 vo l t s por ocho horas; 

los geles fueron f i j ados en la solución I toda la noche, se tineron 

con la solución J por 45 min en agitación continua y finalmente se pa-

saron por varios camoios de la misma solución hasta que e l fondo del 

gel perdiera el. co lor y las bandas de proteínas permanecieran azules. 

Finalmente, los geles fueron fotografiados y de las fi lminas se obtuvie 

ron los reg is t ros densitométricos a 520 nm de longitud de onde y a una 

abertura de 0 . ? mm. 

La nomenc Latura de l a s bandas del electroforetograma que se mues-

t r a en la Figura 3 corresponde a 2a ut i l izada por otros autores pare 

proteínas de membranas de e r i t r o c i t o s de hunano (Goodman y S h i f f e r , 

1963; Sherman, 1965); Se u t i l i z ó es te patrón como referencia para le 

nomenclatura y e l peso molecular de los polipéptidos principales dada 

la similitud entre las bandas e lee t roforá t i cas más importantes de mué® 

t r a s de ra tas y de humanos. 



V. ANALISIS ESTADISTICO 

Ya que las c a r a c t e r í s t i c a s del diseño experimental (pequeño núme-

ro de observaciones y varlanza y distribución muestreal desconocidas) 

se ajustaron mejor a un a n á l i s i s es tadís t ico no paramétrico, se u t i l i -

zó e l método de a n á l i s i s de varlanza de Kruskal-Wallis y s i método de 

comparación de rangos de Newman-Keulls (Zar, 1974a y 1974b, respectiva 

Mente) para comparar l o s resultados obtenidos en las determinaciones 

hematológicas y bioquímicas de los animales expuestos a los di ferentes 

tratamientos. 



RATAS MACHO SPftAGUE-OAWLEY 

I 
9-AC 20,25-0 

I 
TESTIGO 

32 mg/kg 
I 

SO mg/kg 
I 

PROPILENGLICO L 
I 

EXTRAER SANGRE POR 

PUNCION CARDIACA 

i 1 1 
SANGRE TOTAL SUERO 

r — 1 1 
OBTENCION DE MEMBRA HEMOGLOBINA GLUCOSA 
ÑAS ERITROCITICAS ~ HEMATOCRITO PROTEINAS TOTALES 

ELECTROFORESIS EN GELES 
DE SDS-POUACRILAMIDA 

COLES TE ROL 

Figura 1. Diagrama general de f l u j o de los procedimien 

tos empleados. 



Figura 2« Equipo uti l izado para real izar la e lec trofores is . 
a ) placas de vidrio, sujetadores de aluminio, separadores y 
peine de polipropileno; b) cámara de ecrílico par» electrofo 
r e s i s ; c ) placas de vidrio ensambladas l i s t a s para ser l l e n j 
das; d) forma de introducir la solución de a=ri lamida entre" 
las placas de vidrio. 



Identidad Número 

Espec trina' 
S i ndel na 

Transportador 
aniónico 
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1 
2 

3 
4 .1 
4 . 2 
4 . 5 
4 . 9 
5 

6 

7 
8 

Hemoglobina Hb 

P.M. 
(x I t f 3 ) 

240 
220 

90 
78 
72 
60 
47 
43 
35 

29 

23 

17 

Figura 3 . Representación esquemática de l e s principa 
l e s proteínas de la membrana de e r i t r o c i t o s humanos s e 
paradas por e l e c t r o f o r e s i s en ge l de SOS-po11acrilami-
da. E l patrón de bandeo se muestra después de l a t i n -
ción con azul de coomassie. Esquema basado en Sherman 
(1985) . 



R E S U L T A D O S 

Los animales de experimentación se trataron diariamente con di ver 

sos agentes miotonizantes. A l o s cuarenta días de comenzado e l experl 

mentó, los animales fueron, sacr i f icados y se obtuvieron muestras de 

sangre que se uti l izaron para r e a l i z a r algunas determinaciones hamato-

lógicas y bioquímicas. Los resultados se muestran a continuación: 

En e l Cuadro I se muestran los resultados de las variables hemato 

lógicas y bioqjímicas que s e estudiaron; los valores s e expresan como 

la media aritmética + la desviación estándar y fueron cinco las obser-

vaciones ut i l izadas para c a l c u l a r cada promedio. Los valores de cada 

una de l a s determinaciones efectuadas aparecen en lea Figuras 5 a l a 

9 y los resultados del a n á l i s i s de varianza empleado se indican en e l 

Cuadro I I . 

I . DESCRIPCION DE LOS ANIMALES AFECTADOS 

Los síntomas c l í n i c o s de ndotonía se hicieron obvios e l mismo día 

que comenzó e l tratamiento pon e l 9-AC. Los animales se mostraron rea 

c i o s a moverse y su locomoción fué len€a y torpe, durando e l efecto a l 

gunas veces hasta 24 horas después de la administración de la droga. 

La postura de ios animales fué inducida por la contractura de lo8 mús-

culos esqueléticos como se muestra en la Figura 4 . Las ra tas que r e c i 

bieron es te tratamiento f inal izaron con un peso de 275,5 + 15.85 g (me 

dia + desviación estándar), mientras que e l grupo tes t igo terminó con 

un peso de 323 .6 + 31.06 g. 



Las ratas tratadas con e l 20,25-0 mostraron signos de r ig jdez mus 

cular hasta los 30 días después de iniciado e l experimento y fué de me 

ñor grado que e l de los animales que recibieron e l 9-AC. Aunque algu-

nos animales mostraron señales de diarrea, terminaron con un peso de 

309.2 + 25.07 g que fué muy s imilar a l peso del grupo t e s t i g o . 

I I . PRUEBAS HFMA70LOGICAS 

A. Hemoglobina 

En l a Figure 5 se presentan los valores de hemoglobina encontrados 

en los animales expuestos a los diferentes tratamientos. En e l grupo 

tes t igo se observé la mayor dispersión con l ímites de 13.5 a 17.0 g/dl 

(x a 15.48 g /dl ) ; en los animales ndotonizados con 9-AC l a dispersión 

fué menor siendo e l l ímite i n f e r i o r de 13.9 y e l l ímite superior de 

15.3 g/dl (x 13.96 g/dl) y no fueron diferentes estadísticamente del 

grupo tes t igo ; por último, se encontró una marcada disminución de esta 

proteína en los animales tratados con e l 20,25-0 ya que sus valores es 

tuvieron entre 11.5 y 12.6 g/dl (x » 12.08 g/dl } siendo estadísticamente 

di ferentes del grupd tes t igo y del grupo tratado con e l 9-AC. 

B. Hematócrito 

E l porcentaje de cé lu las r o j a s en sangre de cada una de l a s r a t a s 

que recibieron los diferentes tratamientos se muestra en la Figure 6 . 

Los niveles de hematócrito de l grupo tes t igo estuvieron entre 45 y 50% 

(x » 47.6%) con una dispersión muy s imi lar a l a de los otros grupos; e l 

porcentaje del paquete c e l u l a r de los animales que recibieron e l 9-AC 

fluctuó entre 41 y 45% ( x « 43.2%) y e l de las ra tas tratadas con e l 



20,25-0 entre 40 y 44^ (x = 41 .8£) siendo ambos di ferentes a l grupo 

tes t igo y similares entre s í . 

I I I . PRUEBAS BIOQUIMICAS 

A. Glucosa 

Los va lores de los niveles sér i cos de glucosa encontrados en las 

unidades experimentales se indican en la Figura 7 . La glucosa sanguí-

nea del grupo test igo mostró una mínima dispersión estando sus l ímites 

entre 155.03 y 160.13 mg/dl (x -» 157.55 mg/dl); contrario a esto , los 

valores de glicemie de los grupos de animales miotonizados mostraron 

dispersiones muy amplias, estando entre 83.54 y 172.30 mg/dl (x « 

117.63 mg/dl) en los animales tratados con 9-AC y entre 60.54 y* 160.26 

mg/dl (x » 122,56 mg/dl) en los animales que recibieron e l 20 ,25-0 . Lo 

anter ior ocasionó que no fuera posible encontrar di ferencias s i g n i f i c a -

t ivas con e l a n á l i s i s es tadís t i co empleado; s in embargo, es evidente que 

l a s distr ibuciones de los niveles sér icos de glucosa en los animales mió 

tonizedos son di ferentes a la del grupo t e s t i g o . 

B. Proteínas sér i cas t o t a l e s 

En la Figura 8 se presentan los niveles sér i cos de proteínas to ta 

l e s encontrados en cada uno de los animales sometidos a los di ferentes 

tratamientos. En e l grupo tes t igo se encontraron niveles proteicos 

que van desde 5 .16 hasta 6 .12 g/dl (x « 5 .57 g/dl ) y una mayor disper-

sión que en los valores observados en los grupos de animales miotoñiza 

dos cuyos niveles variaron entre 5 .27 y 5 .63 g/dl (x S .47 g/dl ) en 

las tratadas con e l 9-AC y 5 . 5 9 y 6.12 g/dl (x « 5.91 g/dl) en los que 



recibieron e l 20 ,25-0 . Aún a s í , estas variaciones no fueron e s t a d í s t i 

canente s i g n i f i c a t i v a s entre ninguno de los grupos. 

C. Colesterol 

La concertración de c o l e s t e r o l en e l suero de cada uno de los arci 

males expuestos a los di ferentes tratamientos se muestra en la Figura 

9 . En los animales del grupo tes t igo se observó una amplia dispersión 

en los valores de los niveles sér icos de este l ípido y estuvieron entre 

62.94 y 78 .08 ng/dl (x - 71 .26 mg/dl); un comportamiento muy s imi lar 

se observó en los niveles colesterolamientes del grupo que recibió e l 

9-AC cuyos valores osci laron entre 65.47 y 84.32 mg/dl (x « 74.04 

(mg/dl) y fueron estadísticamente similares a l grupo t e s t i g o . Finalmen 

t e , e l grupo tratado con e l 20,25-0 tuvo bajos niveles y poca d i s p e r -

sión en sus resultados y éstos fluctuaron entre 40.24 y 46 .22 mg/dl 

(x « 45 .02 mg/dl), esta marcada reducción de los niveles sér icos de co 

l e s t e r o l fué estadísticamente di ferente a l comparar estos valores con 

los del grupo -estigo y los de animales que recibieron e l 9-AC. 

IV. ELECTHOFORL'SIS EN GELES PLANOS 

En la Figura 10 se muestran los electroforetogramas t í p i c o s de l a s 

proteínas de membranas e r i t r o c í t i r a s de los animales sometidos a los di 

ferentes tratamientos, a s í como el diagrama esquemático de cada uno de 

los c a r r i l e s . De igual modo, en la Figura 11 aparecen los p e r f i l e s 

densitométrieos de los electroforetogramas mostrados en l a f igura ante 

r l o r . Con una flecha se indican las al teraciones en los principales 

picos del patrón densitométrico de la muestre de animales tratados con 

e l 9-AC y cons j s te en disminuciones en los polipéptidos que migran en 



l a s regiones ÚP peso molecular de 26,000 y 29,000 daltones e incremen-

tos en los poHpÉptidos que mi gran en las regiones ó e 59,000 y 135,000 

daltones de ptso molerular. Además, se observó un l igero incremento en 

una banda de irenor intensidad cuyo peso molecular aparente es de 85,000 

daltones. Por otro lado, e l p e r f i l densitométrico de la muestra de a ni 

males tratados con e l 20,25-0 no mostró diferencias evidentes a l compa-

rar lo con e l crupo tes t igo . 



Figura 4 . Animal con miotonía experimental después de 30 días de 
tratamiento ccn los agentes farmacológicos. Note la postura de 
extensión anormal de las patas t raseras . 



Cuadro I . Rebultados de l a s determinaciones hematolágicas y bioquímicas 
efectuadas a ra tas miotonizadas experimentalmente. Se muestran l a media 
+ l a desviación estándar; e l número entre paréntesis corresponde a l de 
animales por tratamiento. 

Hemoglobina (g/dl ) 

Hematíe r i t o {$>) 

Glucosa (mg/dl) 

Proteínas s é r i c a s 

t o t a l e s (g /d l ) 

Colesterol (mg/dl) 

TESTIGO (5) 

15.48 + 1.45 

47 .60 + 1.95 

157.55 + 2 .46 

5 .57 + 0 .46 

71.26 + 6 .02 

9-AC (5) 

32 mg/kg 

13.96 + 0 .79 

43.20 + 1.64 

117.83 + 32.90 

5 .47 + 0 . 2 4 

74.04 + 7 .03 

20,25-0 (5) 

50 mg/kg 

12.08 + 0 .55 

41.80 + 1.79 

122.56 + 30 .44 

5.91 + 0 .23 

45 .02 + 2.67 
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Figufa 5 . Nivelad de Hemoglobina (g/dl) detectados aft l a 
sangre de cada una de l a s cinco ratas expuestas a los d i -
ferentes tratamientos. 
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Figure 6 . Valores del porcentaje del paquete ce lular 
en sangre de cada una de l a s cinco ra tas expues— 

t a s a los di ferentes tratamientos. 
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Figura 7 . Valores de Glucosa (mg/dl) en e l suero de cada 
una de las cinco ra tas expuestas a los di ferentes t r a t a -
mientos. 
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Figura 9 . Niveles de Colesterol (mg/dl) en suero de 
cada una de l a s ratas expuestas a los di ferentes t r a -
tamientos. 



A 10 

CJ gj 

8 8 

o 
co 

to 
UJ 

h o 
TU O 10 
n 

h o 
í 4-
c 

o CM 3 <0 

I I I 

~ 8 

fc 0 
t Q) 0 

\ a • * O) 3 tn m 
y 0) 

1 1 1 1 E 1 1 1 E u 01 EN CM 0 • <¡t fî r) 

C -H 

h o 
t o a 3 o 

u a 
t Q) H-C •H 

8 
Od 

55 

0 
¿ 8 
1 i 

m. § o 

<-4 
TJ 

cj 

S 

01 -ss. <-i 
0 o C 

CM 

(O 

0) (D 
in 

S 
(0* 
i 

fi 
in 

CM 

U3 
I 

(O o o 
tfj (O 

CM CM 

S 
I 

ä ft 
§ 

co 0 
s" 
1 
§ 
S 

(D O 
a) o 
i 
£ £ 

i» 

a 

S 
I a. 

¿N8 O) -P 
§0 g X X 

10 as o 
_ Í H ^ V» "O 01 n \ e „ DI H 
- 2 
8.C m o 

V o o œ «H m o -p © a> 3 o +> •-i £ o CD Q. 4» S 

Í3 S 
• O 

v O S > 
O o ra en •H -H •P -P 
5 8 
a o 
6 §• u u O) O) 

iH iH O Q) 
£ O O 
0 
> 

8 S 
e o 

•rt ^ V *>+>0. QJ O w O o 
£ £ g - g 
05 O 
n 
ai 

•rt 

£ o (I--H "O 

O 

o •p 
c o s 
t o o. 
S 
o a g 
at 



A B C A* B * C* 

2 <10 

U 
s 

Cu < 

CO 
W 
2 
O s 
Q 

tí < 
hJ f i 
D I 
Ü O 
63 H 
IJ 
I * 
O 
W 
&5 
IX 

90 

43 

17 

Figura 10. E lee t ro fore tog ra «as de proteínas de nombra-
ras e r l t r o c l t i c a s de r e t a s A) Testigo, B) Tratadas con 
e l 20 ,25 -0 , y C)Tratados con e l 9-AD. Las a l terac iones 
se indican con un a s t e r i s c o . 
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PESO MOLECULAR APARENTE 

( * W " deltonse) 
Figura 11. P e r f i l e s densiturnéLricoe de l o s electroforetogra 
m e de membranas e r i t r o c í t i c a a de ra tas A) Testigo, 6 ) Trato 
daa con e l 20 ,25-0 , y C) Tratadas con e l 9 - /C . Obsérvense 
l o s a l terac iones en e l p e r f i l densitométrico C) que correepon 
den a incrementos en l o s picos de 59,000 y 135,000 y dlendnu 
clones en l o e picos de 26,000 y 29,000 ¿a i tones . 



D I S C U S I O N 

I . INDUCCION EXPERIMENTAL DE MIOTONIA 

Los anime l e s que recibieron e l 9-AC mostraron miotonia c l í n i c a y 

disminuyeron Í U cuzva de peso en forma s imi lar a la descr i ta anter ior-

mente para ra tas Wistar y Long-Evans (Ramos-Ramírez et a l . % 1963a; J i -

ménez-Salas et_ a l . , 1984) pero, .a di ferencia de lo que pasa en és tas , 

en l a l inea Sprague-Oawley la duración de los efectos miotónicos f r e — 

cuentemente sf prolongó hasta 24 horas después de la administración de 

la droga y l a reducción f i n a l en e l peso de los animales miotonizados 

fué mayor. Estos resultados, aunado a los que se describirán en sec— 

clones poster iores , .indican que las ratas Sprague-Dawley son más sensi 

bles a la acción del 9-AC. 
i» 

Los animales tratados con e l 20,25-0 no mostraron signos tan ev i -

dentes de miotanla como los que recibieron e l 9-AC. A los 30 días de 

iniciado e l experimento tuvieron di f icul tades a l caminar, a s í como dia 

rrea y excreción de grandes cantidades de orina que son signos caracte 

r í s t i c o s de la acción de es te fármaco (D'Alonzo y McArdle, 1962). La 

disminución de los signos miotónicos en ardiñales deshidratados ha sido 

observada por otros autores en l a miotonia natural (Hegyeli y S z e n t — 

Gybrgyi, 1961), aunque no se ha descr i to e l meeaniso» de los efectos 

de la deshidratación. 

Un gran problema descr i to por otros autores (Peter et a l . , 1975; 

D'Alonzo y McArdle, 1962) en los animales tratados crónicamente con e l 

20,25-D es su -súceptibilidad a infecciones pulmonares acompañada de di 

f i cul tades pam ganar peso; s in embargo, estos problemas no se presente 

ron en es te es udio y loa animales terminaron en aparente buena salud. 



I I . PRUEBAS HF HATO LOGICAS 

Los nive «.es hematológicos encontrados en los animales del grupo 

t e s t i g o son s imilares a los informados anteriormente (Vondruska y Gre 

co , 1973). Lns animales miotonizados con e l 9-AC tuvieron valores de 

hemoglobina mi y s imilares e l grupo tes t igo , observación comparable a 

la descr i ta en informes anter iores (Jiménez-Salas et a l . , 1984); s in 

embargo, se puso en evidencia una reducción del porcentaje de cé lu las 

r o j a s en sangre que r e f l e j a un posible estado de anemia %oue no habla 

sido observado previamente (Jiménez-Salas et a l . , 1984). Por otra par-

t e , l a marcada reducción de l o s niveles de hemoglobina y del hematócri 

to en l a s ra tas tratadas con e l 20,25-0 muestran un mayor efecto de es 

t a droga sobre los factores heinatalógicos en estudio y se carece de an 

tecedentes a l respecto. 

Se sabe rué algunos fármacos pueden ocasionar anemia de varias ma 

ñeras, a saberf 1) estimular la producción de anticuerpos 'que a su vez 

destruyan a l e r i t r o c i t o ; 2) reaccionar en forma direc ta con la membra-

na del e r i t r o c i t o normal para producir anomalías que causen hemólisis; 

O, 3 ) producir c i e r t a s reacciones que no sean tóxicas para los e r i t r o -

c i t o s normales perú que s i lo sean para glóbulos ro jos def ic ientes en 

procesos de destoxif icación. De estas t r e s posibilidades, no se tienen 

datos cOn agentes miotonizantes con respecto a la número- 1. En r e í a — 

ción a la segunda posibil idad, se sabe que los agentes miotonizantes 

originan cambios - funcionales y/o estructurales-* en l es membranas celu 

l a res , tjue posiblemente contribuyan a una destrucción más rápida del e 

r i t r o c i t o ; l a ^erc^r posibilidad se vé apoyada en los efectos ocasiona 

dos por e l c lo^ibratp, un agente hip ocoles tero lor iante y odotonizante 



que «trigina grandes a l teraciones en e l metabolismo de los c a r b o h i d r a -

tos (Wllkerdng et a l . » 1978). Por analogía con e l c l o f i b r a t o , posible 

mente estos agentes odotordzantes al teren e l metabolismo del glóbulo 

ro jo cuya principal fuente de energía es la vía g l i c o l í t i c a . Es muy 

posible que los hematíes alterados sean secuestrados en e l bazo y que 

l a producción de glóbulos ro jos no compense su mayor destrucción. 

Por otra parte, e l estado de anemia no es un fenómeno c a r a c t e r í s -

t i c o de l a s enfermedades que cursan con ndotonía natural (Samaha e t a l . , 

1967; Atkinaon e t a l . , 1980) por lo que se sugiere que en la ndotonía 

experimental ae debe a un defecto c o l a t e r a l de los fámacos. 

I I I . PRUEBAS BIOQUIMICAS 

A. Glucosa 

La concentración de glucosa en la Sangre del grupo de ra tas que 

se u t i l i z ó como tes t igo fué s imi lar a l a informada antarioroente por 

Powanda et a l . en 1976. Aunque no se observaron di ferencias s i g n i f i c a 

t i vas en la glucosa s é r i c a de los animales adotónicos comparados con e l 

grupo t e s t i g o , s í s e observó una tendencia a disminuir los niveles g l i 

cárnicos de los primeros. Lo anter ior apoya e l concepto de que l a s re-

t a s Sprague-Dawley son más sensibles a l a acción de l 9-AC que l a s ratee 

Long-Evans ya que en eetas últimas no aparece eea tendencia (Jiménez-

Salas e t a l . , 1984). Un fenómeno s imilar fué observado en los anima— 

les que recibieron e l 20,25-0 y s e carece de información previa acerca 

de dicha tendencia hipoglicerníante. 

Por o tra parte , algunos antecedentes indican que e l c l o f i b r a t o ad 

ministrado a grendee dos i s a l t e r a profundamente e l metabolismo de la 



glucosa pues disminuye sua niveles sanguíneos (Powanda et a l . , 1976], 

disminuye e l contenido de glicógeno hepático aumentando su degradación 

y disminuyendo su s í n t e s i s ( P l a t t y Thorp, 1966) y disminuye los i n t e r 

mediarlos de l a vfa g l i c o l í t i c a (Wilkening et a l . f 1978), entre otros 

e fectos . Por analogía con es te agente, es posible que los fármacos 

miotonizantes en estudio ocasionen anormalidades en e l hígado oue a f a : 

ten su capacidad de elaborar una cantidad suf i c i en te de glucosa para 

contrarrestar las velocidades ordinarias de su ut i l izac ión en la per i -

f e r i a con la consiguiente hipoglicemia y que es te efecto fuera más in -

tenso a mayores dosis . 

Se ha descrito oue pacientes con miotonía d i s t r ò f i c a sufren a l t e -

raciones en e l metabolismo de la glucosa t a l e s como hiperinsulinemia 

(Barbosa e t s i . , 1974), intolerancia a la glucosa (Barbosa et a l . , 

1974) y res i s tenc ia a la insulina (Tevaarwerk y Hudwon, 1977). Por lo 

anter ior , posiblemente la l igera hipoglicemia observada en las unidades 

experimentales se relacione con la miotonía experimental, aunque no se 

descarta un posible efecto c o l a t e r a l de las drogas. 

B. Proteínas sér i cas t o t a l e s 

Los niveles de proteínas sér icas de los animales que s e uti l izaron 

como tes t igos son similares a los publicados por Powanda e t a l . en 1976. 

No ae encontraron di ferencias s i g n i f i c a t i v a s entre l a s r a t a s miotonize-

das y e l grupo t e s t i g o , sugiriendo que e l 9-AC y e l 20 ,25-0 no a l teran 

l a cantidad t o t a l de las proteínas del suero, resultados que concuerdan 

con los observados anteriormente en animales tratados sólo con e l 9-AC 

(Jiménez-Salas e t a l * , 1964). Estos resultados también concuerdan con 

l a s observaciones descr i tas por Lipicky et a l . (1971) que informaron no 



haber encontrado alteraciones en e l contenido t o t a l de proteínas sèri-* 

cas de pacientes con miotonla congènita*» 

El aue no haya disminución de las proteínas t o t a l e s no descarta 

posibles al teraciones en los niveles de l a s fracciones proteicas pues 

e l c lo f ibrato tampoco cambia e l contenida t o t a l de proteínas sérdcas y 

s í aumenta e l contenido de albúmina y disminuye l a fracción a l f a 2 (?o 

wanda e t al*« 1976); por su parte, e l 9-AC disminuye e l contenido de 

albúmina en el suero provocando una disminución de la relación albúmi-

na/globulina (Jiménez-Salas e t a l .^ 1985) 

C. Colesterol 

Los niveles de co les tero l encontrados en e l grupo tes t igo son muy 

similares a l o s publicados por D'Costa e t a l . en 1977. Además, los va 

lores encontrados en los animales miotónicos corresponden a los deserà 

tos previamente. Los animales tratados con e l 20,25-0 tuvieron niveles 

sér icos de co les tero l reducidos cas i la mitad de los encontrados en e l 

grupo tes t igo , resultados que concuerdan con los publicados por Winer 

et a l . en 1955 y 1966. El efecto hipocolesterolemiante del 20,25-0 es 

bien conocido y se debe a una reducción en la b ios lntes is del c o l e s t e -

r o l (Steinberg y Avigan, 1960), Los niveles encontrados en e l grupo 

de animales que recibieron e l 9-AC fueron similares a los del grupo tes 

tigo y concuerda con lo informado anteriormente (Jiménez-Salas e t a l . , 

1984). 

Estos resultados indican que e l 9-AC - a diferencia de los agentes 

hipoc o l e s t ero leudantes- no a l te ra e l metabolismo del co les tero l tan e -

viden temen te como 20,25-0, lo que permite suponer aue na origina a l 

teraciones de los esteróles de las membranas celulares y que aparente-



mente e l mecanismo de inducción del sindrome mio tónico s nivel subcelu 

l a r con e l 9-fiC es diferente a l descr i to para e l 20 ,25-0 . 

Ya que nn hay al teraciones en e l contenido del co l es tero 1 plasmá-

t i c o y sarcolema1 de pacientes con miotonía d i s t r ó f i c a y miotonla con-

gènita ni en cabras con miotonfa hereditaria (RDdel y Lehmann-Horn, 

1985), es evidente que l a miotonía por 20,25-0 es marcadamente diferen 

de las miotonlas hereditarias y de la inducida con e l 9-fiC. 

XV. EUECTñOFORESIS EN GE LES DE PUtA 

Pare invest igar e l concepto de que la miotonía experimental ee ma 

n i f i e s t a como un defecto generalizado en las membranas ce lu lares , se 

analizaron los p e r f i l e s e lee troforát icos unidimensionales de las prote 

ínas membranales de e r i t r o c i t o s de animales normales y ndotonizados 

farmacológicamente. 

Las muestras de ra tas t es t igo y las- de ra tas tratadas con e l 

20,25-0 mostraron un p e r f i l proteico muy similar entre s í . En cambio, 

las muestras de r a t a s tratadas con e l 9-AC tuvieron diferencias s i g n i -

f i c a t i v a s con e l grupo t e s t i g o ; en e l primer grupo se observó la dismi 

nuci6n de dos bandas polipeptídicas mayores que se desplazan en las re 

giones de 26,000 y 29,000 daltones de peso molecular, se incrementó una 

banda en la región de 59,000 daltones a l igual que en la de 135,000. 

Además, s e observó un l igero incremento en una banda de menor i n t e n s i -

dad que migra en la región de 85,000 daltones de peso molecular. 



Algunos estudios han sugerido que la miotonfa puede representar 

un defecto en las membranas ce lulares generalizado. A pesar de oue hay 

una mayor fluidez en l a s membranas e r i t r o c í t i c a s de pacientes con mio 

tonía d i s t r ó f i c a y miotonía congènita (Butter f ie ld et a l . , 1976) y anor 

malidades en a función de algunas enzimas de dichas membranas ( Rüdel 

y Lehmann-Hom, 1985) no se han observado al teraciones de los patrones 

e l e e t r o f orát icos de proteínas membranales de hematíes de pacientes con 

esas miopatías de origen natural (Roses y Appel, 1975). Además, se ha 

descr i to oue ios hematíes de animales tratados con e l 20,25-0 tienen 

mayor fluidez en su membrana (Butter f ie ld y Watson, 1977) y a l t e r a c i o -

nes en funciones enzimáticas (Nagatomo y Peter , 1975; Peter et a l . , 

1973) y que el patrón e lec t roforé t i co de las proteínas no cambia, t a l 

cono s e muestra en es te t raba jo . Lo anter ior parece indicar que en 

los procesos patológicos anteriormente señalados hay al teración en la 

función de algunas enzimas membranales s in cambios en e l p e r f i l e l ee— 

t ro forá t i co , lo que sugiere que dichas anormalidades se relacionan con 

cambios en e l microambiente membranal más que en las cantidades r e l a t i 

vas de las proteínas de dichas membranas. De cualquier forma, se r e — 

quiere de mayores estudios que señalen s i dichas enfermedades consti tu 

yen en realidad un defecto membranal generalizado. 

En contraste con e l 20 ,25-0 , e l 9-AC es un agente oue a l parecer 

origina al teraciones más espec í f i cas en animales de experimentación 

(Morales-Aguilera, 1987) t a l e s como una inducción del fenómeno miotóni 

co más rápida v de efectos más intensos, entre o t ras . S i en realidad 

e l 9-AC es un bloqueador especí f ico de los canales de c loro de las meni 

branas ce lu lares , las a l teraciones en los polipáptidos de las bandas 

señaladas anteriormente, probablemente indiquen alguna relación d i rec ta 



o indirecta con e l canal aniónico del e r i t roc i to que en alguna forma 

esté relacionada con e l síndrome miotónico. Sin embargo, no se puede 

descartar un posible efecto co la tera l del 9-AC que no participe en la 

inducción de miotonía. 

Por último, se hace hincapié en que en este tipo de investigacio-

nes se emplean técnicas bioouímicas para explorar las carac ter í s t i cas 

de varios desordenes de membranas inducidos experimentalmente. De va 

lor adicional seré e l u t i l i z a r los estudios de patología experimental 

para contribuir a la comprensión de aspectos normales de estructura y 

función de las membranas. Además, con estos trabajos se proporciona 

una oportunidad pare traducir alteraciones funcionales de l a membrana 

en términos bioquímicos y se contribuye a explicar los mecanismos f i s i o 

lógicos normales. 



C O N C L U S I O N E S 

De es te trabajo se concluye aue: 

1. Las ratps Sprague-Dawley son más sensibles a la acción del 9-AC nue 

las Long-Ev/ens, ya que presentan alteraciones hemstológicas y bioquími-

cas que no se habían descri to err l a s últimas. 

2. Las a l terac iones hematológicas y bioquímicas en los animales miotó 

nicos son más severas en los animales tratados con e l 20,25-0 que en 

los que recibieron e l 9-flC. Estas a l teraciones probablemente se deben 

a efectos c o l a t e r a l e s de los fármacos que no se relacionan con e l s í n -

drome miotónico ya que no se observan en la miotoníe de origen natural 

y no se asocien con la intensidad de le miotonía. 

3 . La ausencia de cambios en e l p e r f i l e lec t ro forá t i co de proteínas 

de membranas e r i t r o c í t i c a s de ra tas t rs tsdas con e l 20,25-0 parece i n -

dicar que las a l teraciones funcionales en enzimas membranales encontra 

das por otros autores en animales tratados con es te fármaco se deben a 

a l teraciones en e l microambiente membranal más que a cambios proteicos 

cuant i tat ivos . Por otra parte, las al teraciones de las principales ban 

das polipeptídicss que migran en l a s regiones de peso molecular de 

26,000, 29,000, 59,000 y 135,000 daltones en l a s muestras de animales 

tratados con e l 9-fiC sugieren que ex i s te algún t ipo de relación entre 

los polipáptidos que constituyen estas bandas y e l transporte aniónico 

del e r i t r o c i t o ; sin embargo, no s e puede descartar un efecto c o l a t e r a l 

del 9-flC que no s e re lacione con la miotonía. Por lo anter ior , en es te 

estudio se sugiere aue los fármacos capsces de inducir e l síndrome mio-

tónico también pueden a fec tar a l e s membranas ce lulares en forma más ge 

neralizads. 
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