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BESUMEN

ta miotonfa es un sindrome muscular hereditardio que también pue-
de ser inducido en animales de laboratorio mediante la administracidn
de ciertns agentes qufmicos. Aunque el misculo es el principal 6rgano
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 biclidgicas y no confinado Gnicamente al sarco-
lema. De ahf{ gque en la mayorfe de las investigaciones bioquimicas a—
cerca de la enfermedad se ;Jti]icen membranas de eritrocitos gque son u-
na fuente fa&cilmente accesible para la obtencidn de membranas libres

de contaminantes citoplasmiticos.

Entre los agentes farmacolSgicos més utilizados para la produc—
cién experimental de miotorda figuran el &cido S-antracencarboxilico
(9-aC) y el 20,25-Diazacolssterul (20,25-D).

Este trebajo se hizo ¢on 1a finmlidad de conocer y comparar algu-
nas condiciones hematolSgices y bioguimices y del perfll electroforéti
co de proteinas de membranas eritrociticas de animales miotonizadas
farmacoligicamente con los agentes arriba mencionados y de asociar es-
tos cambios a la produccifn experimental de miotonfa. Parae ello, se u
tilizaran ratas macho Sprague—Dawley de 40 dias de nacidas que se sepa
raron en tres grupos de cinco animales cada uno. E1 primer grupo reci
bi6 diariamente y por via oral el 9-AC {32 mg/kg) disuelto en propilen
glicol, & otro grupo se le sdministrd por la misma via el 20,25-D (S0
mg/kg) disuslto en agua y un tercer grupo recibid dnicaments propilen
glicol {volfmen méximo 0.3 ml) y se mantuvo como testigo. A 1los A0
dias de iniciado el experimento, los animales se sacrificaron, previc
ayuro de 16 horas, y se obtuvieron muestras de sangre completa y suero.



Se utilizaron métodos comines de anilisis clinicos para determinar he-
moglobina, hematocrite, protefnas sérices totales, glucesa y coleste—
rol. De las muestras de sangre tatal se tomaron alfcuotas que se pre-
pararon para hecer electroforesis en geles discontfnuos al 5 y 6% de
80S-poliacrilamida utilizando el método de Laemmli.

Se encontré gque el 9-AC ocasioné 8810 una ligera disminucidén del
hematdcrito y no se cbservaron cembios significativos en los niveles

de hemoglobina, protefinas séricas totales, glucosa y colesterol.

En los animales tratados con el 20,250 se observaron disdinucio-
nes en los nivelss sangufneos de hemoglohina, hematdcrito y colesterol
y no hubo variaciones significativas en los niveles séricos de protef-
mas toteles p de glucosa.

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

Las alteracicnes hematolégicas y biogufmicas observadas en los a-
nimales con miotonla experimental probablemente son consecuencia de e-
fectos colatersles de los férmecos y no se relacionan con el sindrome
sioténico ya que no se han encontrado en la miotonfa de origen natural
ni se observaron asociados con la intensidad de la miotonia en este es
tudio.

No se encontraron cambios en las proteinas de membranas eritrocf-
ticas de ratas miotonizadas con el 20,25-0 por medio de la electrofore
sis en geles de S505-poliacrilamida, lo que sugiere que las anormalide-

des en las funciones enziméticas encontredas por otras autores en mem—



branas eritrociticas de animales tratadas con este fdrmaco se relarcio
nan con alteraciones en el microambiente membranal més que con cambigs

proteicos cuantitativas.

Por otro lado, en el perfil proteico de membranas eritrociticas
de animales tratados con el 9-AC s se observaron algunas alteraciones
en las bandas polipeptfdicas, a saber: 1) disminuciones en la intensi-
dad de las bandas en las regiones de 26,000 y 29,000 daltones de peso
wolecular, y 2) incrementos en la intensidad de lss bandes polipeptfdi
cas oque se desplazan en las regiones de 59,000 y 135,000 daltonegs. Es
to sugiere una relacién funcional y/o estructural entre los polipépti-
dos gue integran estas bandas y los del canal anifnico del eritrocito,
aunoue no se puede descartar que este efecto del S-AC sea colateral al

sfndrome miot6nico.



INTRDDUCCIDN

Las mbopatfas son un grupo de desordenes gue afectan a los miscu—
Jdos de hombres y animales. Pueden ser adquiridas en el transcurso de
la vida, como la mioglubinuria esporéidica y la miastenia gravis, o ser
de origen gen&tico como la distrofia muscular de tipo Duchenne entre

otras,

Uno de los grandes problemas de la fisiopatologfa actual lo cons—
tituys el clmo estudiar las miopatfas hersditarias, ya gue cuando la
enfermedad se diagnostica por los mé&todos convericionales de laborato——
rio, generalmente se encuentra en un estado wmuy avanzado. Ademfis, es
dificil conter caon controles adecuados para seguir el desarrollo de la
miopatfia en el hombre o su reversibilidad con té&cnicas experimentales.
Consecuentemente, se ha desarrollado una amplia varieded de modelos de
enfermedades musculares humanas. Cabe mencionar que la importancia de
estos modelos no estriba en que sean idénticos a los desordenes huma——
nos, sino en que el conocimiento de su mecanismo podria llevar al en—
texxlimiento del fendmeno bésico de Ia patologfa muscular y a través de
8llo a 1la aclaracién de los procesos distréficos en el hombre.

Entre los modelos de miopatias se incluyen enfermedatdes musculares
que ecurren espontdneamente en ciertas lineas altamente puras de rato-
nes, cabras y otros animales. Ademis, una rea que se expandié répida
mente a finales de la década de los 70°'s fué el desarrollic de las mio-
patias inducidas farmacolégicamente utilizando una amplia variedad de
agentes quimicos.



De las miopatfas inducidas con firmacos en animales de experimen-
tacifn, la gue 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 miotonizantes y aso-

clar estos cambios a la produccién experimental de miotonfa.

0BJETIVOS

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

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

2.- Detsrminar las concentraciones de hemoglobina, hematdcrito, gluco-
sa, protefmas séricas y colesterol en la sangre de estos animales,

asl como

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

&.—- Asociar estos cambios a 1a produccidn experimental de miotonia.



ANTECEDENTES

I. EL SINDROME MIOTONICO

A. Gensralidades

La miotonfa es un sindrome clinico que se caracteriza por un re—
tardo en la fase de relajacién del mGsculo esquelftico, posterior a u-
na contraccifn muscular producidas por un est{mulo nervicso, mecénico ©
ael&ctrico (kKubn, 1973). Brown y Harvey (1939) la describieron en tér-
minos electrofisiolfgicos como una tendencia anormal de la membrana
muscular a descargar un tren de potenciales de accién en respuesta a
una despolarizacién. Este fenfmeno fué descrito primeramente por A.J.
Thomsen (1876) como una condicién hereditaria en sf mismo y en varios
miembros de su familia; posteriormente, Strimpell (1881) la denomin$
miotonfa congénita. En la ectualidad se le ha relacionade con proce-—-
sos distr6ficos en la paramiotonfa congénita, miotonfa distréfica y en
la pardlisis periédica femiliar (Caughey, 1968).

El sintoma caracterfstico que se observa en un paciente mioténico
consiste en una rigidez involuntaria de los misculos esqueléticos, de—
bida a su vez a una relajacidn prolongada de los mismos, que se mani—
fiesta al iniciar sdbitaments alguna actividad fisica como caminar, co
rrer, etc, Esta rigidez diasminuye al continuar el ejercicio hasta de—
saparecer por completo en pocos minutos, fenémeno conocido como “calen
tamiento" (Ravin, 1940).

El defecto responsable de la miotonfa se ha localizado en la mem—
brana muscular, ya gue €l sindrome persisté aln después de aplicar cu-
rare a la placa neuromuscular, seccionar el nervie 9 seccionar 1os cor

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



guirre st al., 1948); de hecha, pueden producirse descarges miotSmcas
estimulando al misculp en cualquaer regidn y no sflo en la regifn neu-

romuscular.

Una caracteristica importante del mésculo mioténico la elevada
resistencia eléctrica del sarcolems; particularmente, la conductancia
al i6n cloruro (GCI) aparece muy reducida. Esta carecteristica ob-
servable en la miotonia congénita ¥y no se presents en los miisculos sa—
nas, por lo gue se scepta que es la principal responsable del defecto
miot6nico (Bryant y Morelas-Aguilera, 1971; Lipicky et al., 1971).

Para comprender la relacién entre la GCl y la activided repetiti-
va en este desbrden, se debe recordar la organizacién estructural de
una fibra de misculo esquelético de mamffero. Los potenciales de ag--
cifn gue se propagan por las superficis de una fibra muscularj invaden
a los elementos cilindricos delgedns del sistema tubular transverso
(sistema T). Este sistema T estd funcional y estructuralmente relacio
nado al sarcolsma, pero su geometria presenta prgblemas especiales.
Aungue el movimiento de salida del potasio que acompafia a un potencial
de accidn en la superficie de la membrena insignificante en el gran
voldmen del espacio extracelular, en el voldmen restringido del siste-
ma T el potasio liberedo en cada ootencial de acclén pueds aumentar su
concentracifn intreluminar hasta en 0.4 mM por impulso. La difusidn
dal potesio en sl sistema T est& limiteda y varios potenciales de ac—
cifn conducirén a gue se acumule este ién en los tdbulos T. Si el sa_.g
colema es permeabls Onicaments al potasio, esto podria dar por result‘
do la despolarizacién de la membrana; sin embargo, la G

Ccl
70 al 80% de la conductancia idnica de la membrana en reposo, minimize

que es del

los efectos de cambios en la concentracién de potasio en el potencial



del sarcolema. Si la GCI en el sarcolema se reduce, el potencial de
membrana se vuelve sensible a la acumulaciéin tubular de potasia. En
esta situacitn, varios potenciales de accifin conducirén a la despolard
zacidn de la membrana. Si esta ligera despolarizacifin es mantenida,
comoc el sistema de conductancia al sodio se recupera répidements de la
inactivacién después de un potencial de accién, otra vaz sa activard
la corriente de sodic y podrfe originar la activided caracteristica de
la miotonfa (Adrian y Bryant, 1974).

Por otra parte, diversas investigeciones acerca de la GCl en el
mGsculo esnuelético sefialan que el idn clorure podria transportarse a
trevéds de la membrana muscular por canales acuosgs gue podrian ser pro
tefnas integrules Pglade y Barchi, 1977a; Wallis y Koeing, 1980). Aln
se desconoce st en la miotonfa tales canales estén obstrufdos o se en—

cuantran en menor centided que en el misculo normal.

B. Mpdelos Farmacolégicos de Miotonia

Los efectos mioténicos pueden ser inducidos experimentalmente en
animales ds laboratorio por un amplia varieded de compuastos, entre
los que figuren los &cidos aromiticos monocarboxflicos (AAM) (Bryant y
Morales~Aguilera, 1971) y los agentes hipocolesterolemiantes (Winer st
al,, 1965); ejemplo de los primeros son el Acido 9-antracencarbox{ilico
(9-aC)} v el &cido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D), y de los agentes
hipocolesterolemiantes son el 20,25-diezecolesterol (20,25-D) y el clp
fibrato. Se examinarén can detalle los efectos inducidos por el 20,
25-D y B8l 9-ALC.

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

mo egente hipocolesterviemiante es capaz de inducir espasmos muscula——



res y un electromiograma muy similar al de pacientes miotfnicos. RU--
del y Senges (1972) demostraron que animales tretados diariamente con
el 20,25-D a los pocos dies desarrollan el signe mioténico con una (301
sarcolemal anormalmente reducida.

Entre las carecteristicas bioguimices de los animales tretados
con 8l 20,25-D se incluyen: reduccifin de los niveles del colesterol en
plasma, sarcolema y membrana eritrocitica, incremento en el contenido
de desmosterol, que es un precursor de la biosintesis del colesterol,
en plasma y sarcolema (Chalikian y Barchi, 1982a), alteracién de las
actividades enziméticas de la ATPasa (Na'@ + K+], ATPase-Ca y p-nitro-
fenilfosfatesa (Peter et al., 1973; Chalikian y Barchi, 1980 y 1982b).

Niebr§j-Dobosz et gl. (1976) observaron gue el sarcolema de anima
les hechos mioténicos con hipocolesterolemiantes presentaba alteracio-
nes en la concentracién de una protefna de 100,000 daltones; sin embar
go, Chalikian y Barchi {1980) no encontreron tales cambios. Por otro
lado, hay informacién de induccifin de catarstas, atrefia testicular y
desordenes de los misculos lisp y cardfaco, en las ratas hechas miots-
nicas con esta droga (Schrixder y Kuhn, 1968; Peter et al., 1973; Naga-
tomo y Peter, 1975). Por los antecetentes anteriores se ha descrito
gue la miotonfa inducida con el 20,25-D es mis semsjante a la miotonia
distréfica gue a le miotonia congénita (Morales-Aguilera, 1987).

El modelo experimental mis satisfactorio pare el estudio del fend
meno mioténico 1o proporcionan los AAM (Morales-Aguilera, 1987). En
€l, sSe mimetizan las condiciones propias de la miotonfa congénita: el
elactromiograma revela una serie de potenciales de accifin repetitivos
que provocan una fase de relajacién muscular snormaimente lenta y la

resistencia del sarcolema se incrementa paralelamente a una dismi-

o1



10

nufda [Bryant y Morales-Aguilera, 1971).

Por otra parte, a diferencia de los agentes hipocolesterolemian——
tes, la miptonfa inducida por los AAM puede aparecer con una sola do—
sis y si la sdministracifn es endovenosa el tiempo necesarino para que
aparezcan los signos miot6nicos es menor o igual a 60 segundos (Moffett
y Tang, 1968). Por las observaciones anteriores, Bryant y Morales-A-
gullera (1971) y Palade y Barchi (1977b) propusieron que el mode de ac
cifin de estos f4rmacos es blogueando directamente al "canal de &loro"

de la membrana muscular.

La mayoria de los trabajos de induccién de miotonia con los AAM
utilizan el siguiente modelo experimental: lea dosis es Gnica y adminis
trada endpvenosa o intreperitonealmente (Moffett y Tang, 1968; Ville-—
gas-Navarro et al., 19856). Con este modelo se han investigado algunos
fectores bioffsicos de las fibras musculares tales como resistencla to
tal de la membrana, conductancia de algunos iones, etc.; sin embargo,

no sa han hecho sstudios sobre las caracterdstices bioguimicas que 1o

-

acomparian.

Recientementey un grupo de trabajo dirigido por Morales-Aguilera
ha empleado un madelo diferente para la induccidn experimental de mip—
tanfa con AAM. En el primero de una serie de trabajos (Ramos-Ramirez
et al,, 1983a) utilizaron al 9-AC como agente miotonizante y lo admi—
nistraron a ratas Wistar por via oral y por un tiempo de 90 dias. En-
coniraron que las ratas macho son m8s sensibles a la accién de la dro-
ga que las hembres, ya gque el tiempo necesario pare exhibir los signos
miotbénicos es mis corto y la durecifn de los efectos es mayor. Ademés,
ebservaron una considereble 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 (Ramos-Ramfrez st al., 1983b) informa no haber encontredo alte
reciones histol8gicas ni ultreestructurales en los misculos esgueléti-
cos de las unidades experimentales.

La bdsqueda de altereciones bioguimicas que pudieren acompariar a
este modelo experimental de miotonfa, puso en evidencia solamente un
casbin en la relacién albdmina/globulina sérica debido a una disminu-—
cién en los niveles de albiminea, asf como una posible reduccién ds los
niveles de potasio en sangre, pero ninguna alterecién profunda o perma
nente comparable a les producidas con el diazacolesterol (Jiménez-Sa—-
las gt el., 19684 y 1985).

C. Bioowdmica de Eritrocitos

Aunque el mGsculo el principal 6rgano blanco en las enfermeda-
des que cursan con miotonia, es patente la dificultad de estudiar las
caractaeristicaes bioquimices del sarcolema dada la elevada cantided de
contaminantes citoplésmicos de la fibra muscular, principalmente mem-
branas derivedas de organelos citoplfsmicos tales como mitocondrias y
retfculo sarcoplésmico. La mayoria de las investigeciones bioquimicas
utilizen membranas de eritrocitos, ya que constituyen una fuente de f&
cil ebtescitn de membranas libres de contaminantes. La estrategia de
utilizar eritrocitos en vez de misculo se fundamenta en suporer que sl
defectn se expresa en diversas membrenas bioldgices y no sdlo en el
sarcolema .

En 1978, Roses y Appel publicaron una revisifin de los estudios
que han realizedo en membrenas eritrociticas de pacientes mioténicos.
Utilizando "fantasmas® (membranas libres de hsmoglobine) de eritroci—
tos de pacientes con miotonia distréfica observaron una dissdinucidn en
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la fosforilacién de los polipéptidos gue migren en la regién de 90,000
a 100,000 daltones de peso molecular en geles de SDS5-poliacryilamida,
entre los que se incluyen a la ATPasa (Na+-1- 1(+) y a las protefnas del
*canal de cloro", entre otros. La microscopia electrdnica de barrido
mostrd la presencia de una elevada cantidad de estomatocitos (eritroci
tos en forma de copa} en muestras de pacientes con miotonfa distréfica
en relecitn a la poblacifin testigo.

Butterfiaeld gt al. (1976) describieron que personas con distrofia
muscular ds tipe Duchenne (DMD), miotonfe distrffica (MD) y miotonia
congénita {NC) tienen meyor fluidez en sus membranas eritrociticas.

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

Posteriormente, Atkinson et al. (1980) estudiaron la composicién
da los eritrocitos de cabras miotdnicas, un modelo animal de mictonfia
hereditaria, encontrando niveles elevados de calcio y de &ido sidlico
unidos a la membrana y mayor fragilided osmética.

II. ELECTROFORESIS EN GELES DE PLACA DE POLIACRILAMIDA

La electroforesis en gel ya ha sido utilizada en la investigacién
de las carecterfsticas bioquimicas de membranas de eritrucitos en las
diversas enfermedades que cursan con miotonda. Roses et al., en 1975
describisron que el perfil electroforéftico de las protsinas de membra-
nas eritrociticas de pacientes con DMO, MO y MC no cambia grandemente
comparedo con los testigos normales. En cambio, en las membrenas eri-
trociticas de cebras mioténicas disminuye considerablemente un compo--
nente que migra en la regifn de 140,000 de peso moleculer, por lo que
se sugiers gue hay un defecto generelizado en las membranas bigldgicas
en la mictonia hereditaria (Atkinson gt al., 1960}
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IIT., HIPOTESIS DE TRABAJO

En este trabajo se proponen dos hipdtesis:

1.— Como la miotonia se relsciona con alteraciones funcionales
del "canal de claro” del sarcolema del misculo esquel&tico y dicho ca-
nal probablemente es de naturaleza praote&ica, y ya que se ha propuesto
que eate s{ndrome 3e presenta como un defecto que ocurre en diversas
membrenas celulares, s& propone que: "Si en la sioctonfa inducida con
agentas quimicos también ocurre un defecto en diversas membranas celu-
laraes, probablemente se presenten altereciones en el perfil elasctrofo-
r&tico de protefnas de membranas de eritrocitos en animalss miotonize-

daos farmacoldgicamente”.

2.— Ya que se ha gbservado cue en la miotonfa inducida con el 20,
25-D ocurren alteraciones multisistémices y en la miotonfa inducida
con el 9-AC no se presentan cambios profundos o permanentes en los ani
males afectados, se propone gque: "En la miotonfa inducida con el 20,25-D
ocurren mayores alteraciones de los componentes sanguineos que en la

inducida con el 9-AC ya que gse induce un estado patolfgico mis severa”.
Eate trabajo se dividié en tres partes:

a) Se utilizaron algunos agentes farwacolSgicos pare crear y mantener
crénicamente un eatado miotdnico en animales de laboratorio, posterior
mente

b) Se sacrificaron y se les extrajo sangre para determinar los niveles
de hemoglobina, hematdcrito, glucosa, protefnas séricas totales y co~-
lesterol, finalmente

c) Se determing el perfil selectroforético de las proteinas de membra—
nas de eritrocitos de cada una de las unidades experimentales.
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MATERTITALES

I. ORIGEN DE LDS REACTIVOS

1 [ 2
.=

3.~
q,-
5.-
6.~

7.-
8.~
9.-
10.-
1.~
12.~

13,
14,

Oe Aldrich Chemical Company.— Acido 9-antracencarboxflica (S-AC].
De BioRad .- Azul de bromofenol y azul brillante de coomassie
A-250,

De Cooper Biomedical Inc.-~ Suero control @-PAK,

Del Instituto Mexicano del Segura Social.- Reactivo de Biuret.

De Laboretorios Pisa.- Solucién de cloruro de sodio al 0.9%,

De Merck.- Acido ecético, &cido sulflrico, anhidrido acético, car
bonato de sodio anhidro, glicerol ¥ metanol.

De Ortha Diagnostics Systems.- Acuglobin {cianometahemoglobina).
De Pro lab.- Sclucién Drabkin,

De Quimica Bcott, S.A.- Tartrato de potasio y sodio.

De Riker, 8.A.- Upohepin {heparina).

Oe Searle Chemical Inc.- 20,25~diazacolesterol 2.HC1 (20,25-D).
De Sigma Chemical Company.- Acrilamida, bis-acrilamida (N,N-metil
en-bis-acrilamida), dodecil sulfato de sodio (SDS), glicina, 2-
mercaptoetancl, ortotoluidina, persulfato de amonio, propilengli-
col, reactivo de falin-fenol ciocalteau, sercalbimina bovina frac
cidn V, TEMED (N,N,N'N*-tetrametilendiamina}, tiourea y trizma ba
se (Tris { hidroximetil) aminometanc).

De Smith Kline-French, S.A.- Anestesal (pentobarbital de sodio).
De Técnica Quimica, 8.A.- Glucosa, hidréxido de sodio y sulfato
da cobre pentahidratado.
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1I. MATERIAL BIOLOGICO

Se utilizaron ratas (Battus norvegicus) mecho Spragus-Dawley de

cuarenta dfas de nacidas y un peso promedio de 141.98 4+ 16.22 g (media

+ desviacifn estérdar) obtenidas del bioterio de la Unidad de ILnvesti-

gacifn Biom&iica del Noreste, IMSS. Se alimentaron ed libitum con ali

mento Purina y se les permitié beber agua potable libremente.

III.

1.-
2.-
3.-
a.-
&, -
8.~
7.~
8,-
9.-

10,-

M.

12.-

13,

14..

15,

16,

17.-

18~

EQUIPD

Balanza analftica Chyo Jépiter modelo 03-200.

Balasnza granataria Triple Beam modelo 700.

Cémare de electruforesis, modelo ideado por Studier (1953).
Centrifuga Sorval modelo GLC-1.

Centrifuga refrigerada Damon, IEC modela B-20A.
Oensitémetro Beckman modelo B-110.

Desionizador de agua Synbron, Barstead.

Equipo faotogrdfico Reprovit Leitz modelo IIa.
Espectrofotmetro Carl Zelss modelo PMR III.
Espectrofotémetro Coleman Jr II modelo 6/35.

Fuente de poder Camag.

Homogeneizador Potter Elvehjem de 3 ml de capacided.
Microcentrifuga Solbat modelo H-07.

Palfcula fotogrifica Kodak papel Kodalith ortho tipo 3.
Placa de calentamiento Fisher Thermix modelo 118.
PotenciSmetro Beckman modelo Century S5-1,

Cangelador Revco de -709C.

Rotor Damon/IEC wmodelo 7/76.

-



19.- Tubos de policarbonato Nalgene de 50 ml da capacidad.
20.- Agitador eléctrico Thermalyne modelo M-16715.
21.- Equipo psra diseccidén.

22 ~ Vdrierfe comiin de laboratorio.

16
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METDDOS

1. PREPARACTONES EXPERIMENTALES

A. Preperacifin de las Soluciones

El sgua rue se utilizé en la elaborecidn de cualquier solucidn em
pleada en este trabajo fu& previamente desionizaeda y almacenada a tem-
peratura ambients en botellas dea 20 litros.

Las siguientes soluciones se prepararcn el mismo dia que se utili

Zaron:

~ Solucifn de 9-AC a 32 mg/ml.- Se pesaron 32 mg del 9-AC y se coloca-
ron en un tubo da ensaye al que se le agregd un ml de propilenglicol y
se expuso a la flama de un mechero bunsen por 20 segundos. Immediate-
mente despufs, sa cubrid totalmente el tuba de ensaye con papel alumi-
nio para evitar que la solucifn 82 expusiera a la luz por tiempo pro--
longado.

~ Solucién de 20,25-D 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 disefio experimental utilizado se muestra
en la Figura 1. Los animales de experimentecifin se dividieron en tres
grupos de cinco animales cade uno. Al primer grupo se le administrd
diarismente y por via cral sl 9-AC a doais de 32 mg/kg de paso median-
te una cénula esafigica, sl volimen miximo administrado fué de 0.27 ml
por reta al finalizar el experimento; & otro grupo se le edministrd de
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iguml forma el 20,25-D a dosis de 50 mg/kg y un tercer grupo recibid
Gricamente propilenglicol (vollmen méximo de 0.32 ml) y se mantuvo en
las mismas condicionas gue los grupos anteriores, fué el grupo testigo.

A los cuarenta dias de iniciado el experimento, los animales se
sacrificaron previo ayuno de 16 horas, se anestesiaron mediante una in
yeccién intraperitoneal de pentobarbital de sodio (S50 mg/kg) y se ex—
trajo sangre por puncifn cardiaca utilizando jeringas sin y con una o
dos gotas de begparina. A este material biol6gico se le analizaron las
variables hematolégicas y bioguimicas que se describen a continuacién.

II. PRUEBAS HEMATOLOGICAS

De la sangre aobtenida con jeringas heparinizadas se tomaron dos

ml y se realizaron las sigulentes prusbas hematoldgicaes:

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

a) Preparecién de las resctivos.

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

- Acuglobin.~ Se utilizé la preparacifn comercial a diferentes concen-
traciones diluida en la solucién Orebkin.

b) Wétodo.

Las muestras se trebajaron por duplicada. Se colocaran cinco ml
de la solucién Drabkin en tubos de ensaye de 16 x 150 mm, se agregarun
0.02 ml de la muestra problema, se incubaron a temperatura ambiente
por cinco min y la densided Sptica de las muestres ge determiné espec—
trofotométricamente a 540 nm. Se utilizaron esténdatses con el acuglo-
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bin diluida en la solucién Drebkin entre los lfmites de O & 9 g/dl de
clanometahemoglobina.

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

Las muestras de sangre hgparinizada se colectaron en tubos capila
res de 7S am de largo 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 midif con una regla milimétrica y se determing
el porcentaje del valimen del pauuete celular.

ITI. PRUEBAS BIOGUIMICAS

Las mugstras de sangre axtreidas con Jjeringas no heparinizedas se
transfirieron a tubos de ensaye de 13 x 100 mm y se dejaron a tewpeore-
tura ambiente por cinco min aproximedamente, se centrifugeron a 2,500
rpm y los sueros se extrejeron con pipetas Pasteur. Llas musstras obte
nidas se almacenaron a —709C hasta su anfilisis correspondiente. Se dg

terminaron por duplicedo pare cada muestra los siguientes componentas.

A. Blucosa, por el método de Dubowsky (1962).
a) Preparacién de las soluciones.

- Solucién de ortotoluidina.- 1.5 g ds tiourea se disolvieron en 940 ml
de &ido acstico y se agregaron 60 ml de ortoteluidina concentrada. La
s0lucién se almacen§ en un frasco oscuro a temperature ambiente por un
tiampo minimo de 24 horas antes de utilizarse.

- Splucifin de glucosa.~ De una solucién acuosa de glucosa (10 mg/ml),
se prepareron difsrentes esténderes entre 1mites de O a 200 mg/dl.



= Suero Control I B-PAK.— 81 vial comercial se reconstituyd con cinco

ml de agua.

b} Método.

Se colocaron alfcuotas 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 taparon con canicas; las muestras se colocaron en bafo maria a ebu-
1licién por 10 min y después a un bafio con hielo picado por cuatro min.
Finalmente, se determind la densidad éptica de cada una de las muestras
espectrofotométricamente a 630 nm de longitud de onda.

B. Protefnas s&ricas totales, por el método de Biuret modificada
(Reinhold, 1953).

a) Preparacién de los reactivos.
- Reactivo A.— Solucién de Biurst comercial.
- Reactivo B.- Solucién de cloruro de sodio al D.%% comercial.

= Suero control I G-PAK.— El vial comercial se reconstituy$ con cinco

ml de mgua,
b) Mé&todo.

Se colocaron 0.05 ml de las muestras en tubos de ensaye de 13 x
100 mn, se les agregaron 0.45 ml del reactivo B y dos ml del reactivo
A; 38 incubaron 30 min a temperatura ambiente y se determind la absar—-

bancia de las muestras a 540 nm de longitud de onda.
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C. Colestercl total, por el método de Zlatkis gf al. modificade {1553).
a) Preparacién de los reactivos.

=~ Reactivo A.- Se mezclaron cuidadosamente 200 ml de &cido acético y
300 ml de anhidrido acé&tico.

— Reactivo B.- &cido sulflricg concentrado comercial.

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

ml de agua.
b) Método.

Se colocaron alfcuotas de cinco ml del resctive A en tubos de 13
x 100 mm, se agregaron porciones de 0.05 ml del reactivo B a cada tubo
y se incubaron s 4°C por cinco min, se agrsgaron 0.1 ml de las muestras
biolSgicas y se agitaron inmediatamente con un agitador elé&ctrico, se
almacenaron en oscuridad por 15 min y las densidades fpticas de las

muestras se determinaron a 630 nm.

IV. ELECTROFORESIS EN GELES DE SDS-POLIACRILAMIDA DE PROTEINAS DE
MEMBRANAS ERITROCITICAS

Esta parte del trabejo se dividid en tres secciones que se descri-

ben e continuacifn:

A. Aislamiento de las membranas eritrocfticaes

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



-~ Resctivo B.- Se tomaron 233 ml del reactivo A y se aforaron a un li-

tro con agua,
b) Método

Las muestras de sangre con anticoagulante se centrifugaron a
2,500 rpm y se obtuvieron los panuetes celulares extrayendo con pipetas
Pasteur el plasma y la capa amarillenta de glSbulos blancos. E1 paquete
celular de cada una de las muestras ss lavé tres veces con el reactivo
A a 49C, se tomaron 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 lavl de dos a tres veces con el reactive 8 hasta obtener un pre-
tipitedo cremosp gue al observarse al microscopio de contraste de fa—
ses mostrs membranas de eritrocitos libres de hemoglobina ("Fantasmas®).
El precipitado cremoso se resuspendid en el reactivo A, se homogenelzd
con un homogeneizador manual y se almacenf a —70°C hasta su siguiente
anflisis,

B. Protefnas totales

Se utilizé el método descrito por Lowry et al. =n 1951,
a) Preparecifin de los reactivos.

- Reactivu A.- Se pesaron dos g de hidréxido de sodio, 10 g de carbona
to de sodio y 0.1 g de tartrato de potasio y sodio gue se disolvieron

y aforaron en 50 ml de agua.

= Reactivo B.- 0.5 g de sulfato de cobre pentahidrataedo se disolvieron
y aforaron en 100 ml de agua.

— Reactivo C.— Se mezclaron 10 ml del reacktivo A y 02:12 ml del reactivo B.



- Regectivo D.- S8 mezclaron 20 m] del reactivo de falin-fenol ciocael~

teau y 2C m1 de ague que 88 3lmar enaron en frasco oscuro,

b) Métodn

En tubos de ensaye de 13 x 100 mm se colocaron 75 }11 del material
biolégico (merbranas de eritrocitos libres de hemogiobina), se agrega-
ron 750 pl del reactivo C y se mezclaron inmmediatamente con un agita—
dor elé&ctrico, se incubaron 10 min a temperature ambiente, se agrega—
ron 75 pl del reactivo D, se volvieron a agitar y se incubaran nuevamen
te por 30 min a temperatura embiente; les densidedes 6pticas se leye—
ron a 750 'm de longitud de onda. Las determinaciones se hicieron por
triplicado de cada una de las muestres y los essténdares de seroalbimi-
na (fraccién V] se utilizaron entre los lmites de 0 a 75 pg.

C. Electroforesis en geles de plsca.

La electroforesis en geles de dodecil sulfato de sodio (SDS)-poli-
acrilamida discontinuo al 5-8% se realizé seg@n el mé&todo de Laemwnli
(1970).

a) Preparecién de las soluciones.

- Solucién A.- 30 g da acrilamida y 0.8 g de bisacrilemida se disolvie
ron y aforaron & 100 ml de agua; la solucién se filtré (papel filtro
Ederol No 2) y se almacend en frasco oscuro a 4°C hasta su uso.

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

-S5alwidn C,~ Se mezclaron 18.165 g de trizma base, dos ml de solucién
B y se afararon a 100 ml con agua ajustando previamente el pH a 8.8.



- Solucifn D.- Se mezclaron 6,055 g de trigma base, dos ml de la solu—
cién B y se aforaron a 100 ml con agua ajustando previamente el pH a
6.8.

— Solucifin E.- D.125 g de persulfato de amonio se disolvieron en un ml
de agua. La solucién se prepard el mismo dfa que se utilizé.

« Solucibn F.- TEMED comercial.

- Solucidn G.- Se mezclaron 28.82 g de glicina, 6.04 g de trizma base
y un ml de la solucién B, se disolvieron y aforaron a 2,000 ml de aqua.
— Solucién H.- Se mezclaron 0.45 g de trizma base, 1.2 g de SDS, seis
ml de glicerol, 0.06 g de azul de bromofencl, tres ml de 2-mercaptoeta
nol y 21 ml de agua.

~ Solucién I.~ Se mezclaron 400 ml de etanol, 100 ml de &cido ac&tico
y 500 ml de agua.

- Soluwcién J.~ Se pesaron 0.25 g de azul hrillante de coomassise A-250
y se disolvieron en 100 ml de la solucifin H.

b} Breve descripcién del aparata.

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 grusor, siendo la longitud del gel separador de
16 cms y del gel sspaciador de 0.5 cms.

c) Método.

El gel sepaersdor se prepard mezclando ocho ml de la sclucién A,
7.5ml de laC y 14 wl de agua. Oespués se agregaron 300 ul de la so~
Lucidn E y 22.5 pl dg 1a F; la mezcla se colocd inmediatamente entre
las placas de vidric preparadas como se musstra en la Figure 2c y 2d,
la mezcla se cubrid inmediatamente con agua y se le permitié polimeri-



zar. Después de la polimerizecin, la capa de agua se removié y el

gel espaciador se prepard mezclando los siguientes volimenes de las

mismas soluciones medre (excepto la solucién C gue se cambif por la so
lucién D) 0.83 ml, 1.25 ml y 2.91 ml, respectivamente; as{ como 50 ul
de la soluci6n E y cinco ul de la F. Posteriormente, se coloct el pei
ne de polipropileno v se dejd gque el gel polimerizara por 3D min antes
de guitarlo; finalmente, se dejf toda la noche a tempsratura ambiente

para su total polimerizacién.

Las muestras de membranas de eritrocitos ss colocaron en tubos
Eppendorf y se agregaron volfmenes iguales de la solucifn H, se calen-
taron en bafo marfa a ebullicién por dos min y se dejeron enfrier. Se
colocaron 30 pg de las muestras en cada celda del gel; la electrofore-
sis se efectué en Bl aparato cque sa describe en la Figura 2b {usando
la solucién G como amortiguador de cémara) a 70 valts por ocho horas;
los geles fueron fijados en la solucién I toda 1a noche, se tineron
con la solucifn J por 45 min en agitacidn contfinue y finalmente se pa-
saron por varios camaios de la misma solucién hasta que el fondo del
gel perdiera el color y las bandas de protefinas permanecieran azules.
Finalmente, los geles fueron fotografiedos y de las filminas se obtuvie
ron los registros densitométricos a S20 nm de longitud de onda y a una
abertura de 0.2 nm,

La nomenc latura de las handas del electroforetoorama que se muss—
tra en la Figura 3 corresponde a la utilizada por otrus autores pare
protefnas de membrenas de eritrocitos de humano {Goodman y Shiffer,
1983; Sherman, 1985); Se utilizé este patrén como referencia para la
nomenclatura y el peso molecular de los polipéptidos principales dada
la similitud entre las bandas electroforéticas més impartantes de mues
tras de ratas y de humanos.



V. ANALISIS ESTADISTICO

Ya qua las caracterfsticas del disefio experimental (pequefio nfme-
ro de cbservaciones y varianza y distribucién muestreal desconocidas)
se ajustaron mejor a un andlisis estadfstico no paremé&trico, se utili-
z6 el mstodo de anflisis de varianza de Kruskal-Wallis y el método de
comparacisn de rengos de Newman—Keulls (Zar, 1974a y 1974b, respectiva
menta) parm comparar los resultados obtenidos en las determinaciones
hematolSgicas y biogquimicas de los animales expuestos a los diferentes
tratemientos.



RATAS MACHD SPRAGUE-DANLEY

9-AC 20,25-D TESTIGO
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:
EXTRAER SANGRE POR

PUNCION CARDIACA

SANGRE TOTAL SUERD
|
OBTENCION DE MEMBRA HEMOG LDBINA GLUCOSA
NAS ERITADCITICAS HEMATOCRITO PROTEINAS TOTALES
COLESTERDL

ELECTROFORESIS EN BELES
DE SDS-POLTACRILAMIDA

Figura 1. Diagrema general de flujo de los procedimien
toa empleados,



Figura 2, Equipo utilizado para reelizar la electroforesis.
a) plecas de vidrio, sujetadores de aluminia, separsdores y
peine de polipropileno; b) cémara de acrflico para electrofo
resis; c) places de vidrioc ensambladas listas para ser llsna

das; d) forma de introducir la solucién de acrilamida entre
las placas de vidrip.
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Identidad NG -3
umero . ( x 10 )
Espectring 1 240
Sirdaefina 2 220
Transportador
aniénico 3 o0

q.1 78

4.2 72

4.5 60

4.9 47
Actina 5 43
G3P0asa 6 35

7 29

8 23
Hemog lobina Hb 7

Figura 3. Representacifn esquamitica de las principa

les proteinas de la membrana de eritrocitos humanos sg
paradas por electroforesis en gel de SDS-poliecrilami-
da. El patrén de bandeo se muestra después de la tin-

cidn con azul de coomessie. Esquema basado en Sherman
{1088).



RESULTADOS

Los animales de experimentacidn se trataron diariamente con divar
sos agentes miotonizantes. A los cuarenta dias de comenzado el experi
mento, los animales fueron sacrificedos y se obtuvieron muestras de
sangre que se utilizaron para realizer algunas determinaciones hemato-

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

En el Cuadro I se muestran los resultados de las variables hemato
l8gicas y bioguimices que se estudiaron; los valores se expresan como
la media aritmética + la desviacifn estéindar y fueron cinco las obser-
vaciones utilizadas pare calcular cada promedio. Los valores de cada
una de las determinaciones efectuasdes aparecen en las Figures 5 a la
9 y los resultados del andlisis de varianza empleada se indican en sl
Cuadro I1I.

I. DESCRIPCION DE LDS ANIMALES AFECTADOS

los sintomas clinicos de miotonia se hicieron obvios el mismo dfa
que comenz§ el tratamiento con el 9-AC. Los animales se mostraron rea
cios a moverse y Su locomocifn fué lanﬁ’g y torpe, durendo el efecto al
gunas veces hasta 24 horas después de la adminiatrecién de la droga.
Le postura de los animales fué inducida por la contractura de los mis—
culos esqueléticos como se muestra en la Figura 4. Llas ratas que reci
bieron este tratamiento finalizaron con un peso de 275.5 + 15.86 g (me
dia + desviaci6n estédndar), mientras gue 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 orado que el de los animales que recibieron el 9-AC. Aungue algu-
nas animales mostraron sefiales de diarrea, terminaron con un peso de

309.2 + 25.07 g gque fué muy similar al peso del grupo testigo.

I1. PRUEBAS HEMATOLDBICAS

A. Hemoglabina

En la 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
{x = 15.48 g/d1); en los animales miotonizados con 9-AC la dispersién
fué menor sienda el limite inferior de 13.9 y el limite superior dse
15.3 g/d1 (x = 13.96 g/d1) y no fueron diferentes estadfsticamente del
grupo testigo; por dltimo, se encontrd una marcada disminucién de esta
protefna en los animales tratados con el 20,25-D ya que sus valoras es
tuvieron entre 11.5 y 12.6 g/d1 (x = 12.08 g/d1) siendo estadisticemente

diferentes del grupd testigo y del grupo tratado con el 9-AC.

8. Hematécrdito

El porcentaje de células rojas en sangre de cada una de las ratas
qua recibieron los diferentes tratamientos se muestra en la Figure 6.
Los niveles de hematScrito del grupo testigo estuvieron entre 45 y S0%
(x = 47.6%) con una dispsrsién muy similer a la de los otros grupos; el
porcentaje del paguete celular de los animales gue yrecibisron el 9-AC
fluctud entre 41 y 45% {x « 43.2%) y el de las ratas tretadas con el



20,25-D entre 40 y 44% (; = 44.68%) siendo ambos diferentes al grupo
testigo y similares entre si.

ITIX. PRUEBAS BIOGUIMICAS

A. Glucosa

los valores de los nivelss séricos de glucosa encontrados en las
unidades experimentales se irmdican en la Figura 7. Lla glucosa sanguf-
naea del grupo testigo mostrd una minims dispersién estando sus 1limites
entre 155.03 y 160.13 mg/dl (x = 157.55 mg/dl); contrerio a esto, los
valores de glicemia de los grupos de animales mictonizados mostraron
dispersiones muy amplias, estando entre 83.54 y 172.30 mg/dl (x =
117.83 mg/d1) en los animales tratados con 9-AC y entre 80.54 y! 160.26
mg/dl (x = 122.56 mg/d1) en los animales que recibieron el 20,25-D. Lo
anterior ocasion8 que no fuera posible encontrar diferencias significe-
tivas con el andlisis estadistico emplesdo; sin embargo, evidente que
las distribuciones de los niveles séricos de glucosa ent los animales mig
tonizados son diferentes a la del grupo 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 lns diferentes
tratemientos. En el grupo testigo se encontraron nivelss prateicos
que van desde 5.16 hasta 6.12 g/dl (x = 5.57 g/dl)} y una mayor disper—
sién gque en 1os valores observados en los grupos de animales miotoniza
dos cuyos miveles variaron entre S.27 y 5.83 g/dl (x = S.47 g/d1) en
las tratadas con gl 9-AC ¥ 5.59 y 6.12 g/dl (; = 5.9 Q/lﬂ] en los gque



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

camente significativaes entre ninguno de laos grupos.

C. Colesterol

La corcer trecién de colaesterol en el suero de cada uno de los ani
malas expuestos a los diferentes trmatamientos se muestra en la Figure
9. En los animales del grupo testigo se observé una amplia dispersién
en los valores de los niveles séricos de esta ldpido y estuvieron entre
62.94 y 78.08 mg/dl (x = 71.76 mg/d1); un comportamiento muy similar
se observl en los niveles colestervlemiantes del grupo que recibié el
9-AC cuyos valores oscilaron entre 65.47 y 84.32 mg/dl {x = 74.04
(mg/d1) y fueron estadisticamente similares al grupo testige. Finalmen
te, el grups t—atado con el 20,25-D tuvo bajos niveles y poca disper—
s8ién en sus resultados y &stos fluctuaron entre 40.24 y 46.22 mg/dl
(x = 45.02 mg/dl), esta marceda reduccién de los niveles sérices de co
lestarol fué estadisticamente diferente al comparar estos valores con

los del grupo .estigo y 103 de animales nue recibieron el S-AC.

IV. ELECTROFORI'SIS EN GELES PLANOS

En la Figura 10 se muasstran los electroforetogramas tipicos de las
proteinas de membranas eritrociticas de los animales sometidos a los di
ferentes tratamientos, asf como el diagrama esquemético de cada uno de
los carriles. De ioual modo, en 1a Figura 11 aparecen los perfiles
densitométricos de los electroforetogremas mostrados en la figura ante
rior. Con una flecha se indican las alteraciones en los principales
picos del patrén densitométrico de la muestra de animales tratados con

8l S-AC y consigte en disminuciones en los polipé&ptidos que migran en



las regiones de peso molecular de 26,000 y 79,000 daltones e incremen-
tos en los polipéptidos que migran en las regiones de 59,000 y 135,000
daltones de peso molerular. 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 la muestra de ani
males tratados con el 20,256-D na mostréd diferencias evidentes al compa-

rarla con el crupo testigo.



Figura 4. Animal con miotonfa experimental después de 30 dias de
tratamiento con los agentes farmacolSgicos. Note la postura de
extensifn enormal de las patas traseras.



Cuadro I. Re-ultedos de las determinaciones hematolfgicas y bioquimicas
sfectuatdas a ratas miotonizedas experimentalmente. Se muestran la media
+ la desviacién esténdar; el nimero entre paréntesis corresporde al de
animales por tratamienta.

TESTIGD (S) ~AC (5) 20,25-D (5)
32 mg/kg 50 mg/kg
Hemoglobina (g/d1) 15.48 + 1.45 13.96 + 0.79 12.08 + 0.55
Hematdcrito (%) 47,60 + 1.95 43,20 + 1.64 41,80 + 1.79
Blucosa (mg/d1) 157.55 + 2.46 117.83 + 32.90 122.56 + 30.44

Protefnas séricas
totales {g/d1)
Colesterol (mg/dl) 71.26 + 6,02  74.04 + 7.03 45,02 + 2.67

5.57 + 0.46 5.47 + 0.24 5.91 + 0.23

I+
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Figure 5. Niveiss de Hemoglobina (g/dl) detectedos e 1a
sangre de cada una de les cinco ratas expuestas a los di-
ferentes tretamientas,
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Figure 6. Valores del porcentaje del paguete celular
(%) en sangre de cada una de las cinco ratas expues—
tas a los difersntes tratamientos.
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Figura 7. Valores de Blucosa (mg/dl) en el suero de cada
una de las cinco retas expuestas a los diferentes trata—

mientos.
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Figura 8. Niveles de Protefnas totales {g/d1) en el sue
ro de cada una de las cinco retas expuestas a los diferen
tes tratamientos.
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Figura 9. Niveles de Colesternl (mg/dl) en suero de
cada ung de las ratas expuestas a los diferentes tre-
tamientas,
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Figura 10. Electroforetogremas de proteinas de membra—
nas aritrociticas de ratas A) Testigo, B) Tratedas con
el 20,25-D, y C)Tratadas con el 9-AC. Las alteraciones
g8 indican con un asterisca.
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Figure 11. Perfiles densitométricos de los electroforetogra

mas de membranas eritrociticas de ratas A) Testigo, B) Trata
dms con el 20,25-D, y C) Traetadas con el 9-AC. Obsérvense
las alteracionss en el perfil densitomfitrico C) que correspon
den @ incrementos en los picos de 59,000 y 135,000 y disminu
ciones en los gdcos de 26,000 y 29,000 daltones.



DISCUSION

I. INDUCCION EXPERIMENTAL DE MIOTONIA

Los anime 1es que recibieron el 5-AC mostraron miotonia clinica y
disminuyeron :u curva de peso en forma similar a la descrita anterior-
mente para ratas Wistar y long-Evans (Ramos-Ramirez et al., 1983a; Ji-
ménez-Salas et al., 1984) peru, a diferencia de lo que pasa en éstas,
en la linea Spragus-Dawley la duracién de los efectos mioténicos fre—
cuentemente sc¢ prolongsf hasta 24 horas después de la administrecidn de
la droga y la reduccién final en el peso de los animales miotonizados
fué mayor. Estos resultados, aunado a los que se describirdn en sec—
ciones posteriores, Jindican gue las ratas Sprague-Daewley son mds sensi

bles a la accidn del 9-AC.
f

Los animales tratados con el 20,25-D no mostraron signos tan evi-
dentes de miotaonia como los que recibieron sl 9-AC. A los 30 dias de
iniciade el exserimento tuvieron dificultades al caminar, es{ como dia
rrea y excrecisn de grandes cantidades de orina que son signos caracte
risticos de la accién de este f&rmaco (D'Alonzo y McArdle, 1962). La
disminucién de los signos mioténicos en enimales deshidratades ha sido
observada por otros autores en la miotonfa natural (Hegyeli y Szent—-
Gybrgyl, 1961), aungue no se ha descrito el mecenismo de los efectos
de la deshidratacién.

Un gren problema descrito por otros autores (Peter et al., 1975;
D'Alonzo % McA-dle, 1962) en los animales tratados crénicamente con el
20,26~D es su sGeeptibilidad a infecciones pulmonares ecompafiada de di
ficultedes para ganar peso; sin embargo, estos problemas no se presenta

ron en este es udio y los animales terminaron en aparente buena salud.



I1. PRUEBAS HIMATOLOGICAS

Los nive .es hematoldgicos encontrados en 1los animales del grupo
testign son similares a los informados anteriormente (Vondruska y Bre
co, 1973). Llos animales miotonizedos con el 9-AC tuvieron valores de
hamoglobina m.y similares al grupo testigo, observacién comparable a
la descrita en informes anteriores (Jiménez-Selas et al., 1984); sin
embargo, se puso en esvidencia una reduccién del porcentaje de células
rujas en sangre gque refleja un posible estado de anemia.cue no habfa
sido observade previamente (Jiménez-Salas et al., 1984). Por otra par-
te, la marcads reduccién de los niveles de hemoglobina y del hematfcri
to en las ratas tratadas con el 20,25-D muestren un mayor efecto de es
ta droge sobre los factores hematolfgicos en estudio y se carece de an

tecedentes al respecto.

Se sabe rue algunos férmacos pueden ocasionar anemia de varias ma
neras, a saber? 1) estimular la produccién de anticuerpos gue a su vez
destruyan al eritrocito; 2) resccionar en forma directa con la membra—
na del eritrocito normal pera producir anomalfas que causen hemflisis;
0, 3) producir ciertas rescciones que no sean téxices pard 1los eritro-
citos nommales perd quse si lo sean para glébulos rojos deficientes en
procesos de destoxificecidn. De estas tres posibilidades, no se tienen
datos cin agentes miotonizantes con respecto a la nGmeroc 1. En rela——
cifin @ la segunda posibilided, se sabe cue los agentes miotonizantes
originan cambins ~-funcionales y/o estructuralesd en les membranas celu
lares, bue posiblements contribuyan a una destruceidn mds rdpida del e
ritrocito; la "emg‘r posibilidad se vé& apoyada en los efectos ocasiona
dos por el ¢lofibratp, un agente hipocolesternismiante y miotonizante
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que origina gramies slteraciones en el metabolismo de los carbohddre-—
tos (Wilkeming ot al., 1978). Por analogfa con el clofibrato, posible
mente estos agentes miotonizantes alteren el metabolismo del glSbulo
rojo cuya principal fuente de energia es la via glicolftica. Es muy
posible que los hemat{es alterados sean ssecueatrados en el bazo y gue
la produccién de glfbulos rojos no compense su mayor destruccidn.

Por otra parte, el estado de enemia no es un fenSmeno carecteris-
tico da las enfermedades que cursan con miotonfa naturel (Samsha et al.,
1967; Atikinson et al., 1980) por lo gue se sugiere gue en la miotonie
experimental se debe a un fafecto colateral de los firmacos.

I11. PRUEBAS BIOQUIMICAS

A. Glucosa

La concentracifn da glucosa en la ssngre del grupo de ratas qua
se utllizé como testigo fué similar a la inforwade antariomente por
Powanda st al. en 1976. Aunnue no Ba observaron diferencims significa
tivas en la glucosa sérica de los animales miotédnicos comparades con el
grupo testigo, sf se observd una tendencia a disminufr los niveles gli
céwicos de los primeros. Lo anterior apoya el concepto de que las re-
tas Spreague-Dawley son més sensibles a la accifin del 9-AC gue las ratas
Long-Evans ya que em estas (ltimas no eparece esa tendencia {Jiménez-
Salas et al., 1984). Un fendmeno similar fu& observedo en los anima—
les que recibieron el 20,25-D y se carece de informecidén previa acerca
de dicha tendsncia hipoglicemiante.

Por otre parte, algunos antscedentes indican oue el clofibrato ad
ministredo a grandes dosis altera profundamente sl metaboliosmo de la



glucasa pues disminuye sus niveles sanguineos (Powaenda et al., 1976),
disminuye el contenido de glicSgeno hepético aumentando su degradacidén
y disminuyendo su sintesis (Platt y Thorp, 1966} y disminuye los inter
mediarios de la via glicolitica (Wilkening et al., 1978), entre atros
efectos, Por analogfia con este agente, es posible que los fArmacos
miotonizantes en estudio ocesionen anormalidades en el higada cue afec
ten su 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 mds in-

tenso a mayores dosis.

Se ha descrito ous pacientes con miotonia distrdfica sufren alte-
reciocnes en el metebolismo de la glucosa tales como hiperinsulinemia
(Barbosa et al., 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 miotonla experimental, aungue no se

descarta un posible efecto colateral de las drogas.

B. Protefnas séricas totales

Los niveles de protefinas séricas de los mnimales gue se utilizaron
como testigos son siwmilares a los publicedos por Powanda et al. en 1976.
No se shcontraron diferencias significativas entre las retas miotoniza-
das y el grupo testigo, sugiriendo que el 5-AGC vy el 20,25-D no alteran
la cantidad total de las proteinas del suera, resultados gque concuerdan
con los observados anteriormente en asnimales tratados sdlo con el 9-AG
(Jiménez-Salas st _a‘l , 1984). Estos resultados también concuerdan con
las observaciones d&scritas por Lipicky et al. (1971) que informaron no
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haber encontrada alteraciones en el contenido total de proteinas séri-

cas de pacientes con miotonia congénita.,

€l aue no haya disminucién de las proteinas totales no descarta
posibles alteracicnes en los niveles de las fracciones proteicas pues
el clofibrato tampoco cambia el caontenido total de protefnas séricas y
sf aumenta el contenido de albfmina y disminuye la fraccién alfe 2 {Po
wanda et al., 1976); por su parte, el 9-AC disminuye el contenido de
albimina en el suero provocendo una disminuciSn de la relecifin albdmi-

na/globulina (Jiménez-Salas et al., 1985)

C. Colesterol

Los niveles de colesterol encontredos en el grupo testigo son muy
similares a los publicados por D'Costa et al. en 1977. Ademés, los va
lores encontredos en los animmles miotfnicos corresponden a los descri
tos previamente. Lps animales tratados con el 20,250 tuvieron niveles
séricos de colesternl reducidos casi la mitad de los encontrados en sl
grupo testigo, resultados gue concuerdan con los publicados por Winer
et al. en 1965 y 1966. E1 efecto hipocolesternlemiante del 20,25-D
bien conocido y se debe a una reduccifén en la biosfntesis del coleste-
rol (Steinberg y Avigan, 1960). Los niveles encontrados en el grupo
de animales qua recibieron el 9-AC fueron similares a los del grupa tes
tigo y concuerda con lo informedo anteriormente (Jiménez-Salas et al.,
1984).

Estos resultados indican que el S-AC —a diferencia de los agentes
hipocelesterolemiantes- no altera el metabolismo del colesterol tan e-
videntemente como ‘eX 20,25-D, lo que permite suponer cue na origina &l

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



mente el mecanismo de inducciéin del sirndrome mipténico a nivel subcelu

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

Ya que nn hay alteraciones en el contenido del colesterol plasmé-
tico y sarcolemal de pacientes con miotonfa distréffica y miotonia con-
génita ni en cabras con miotonfa hereditaria (Ridel y Lebmann-Horn,
1985), es evidente gue 1e miotonfa por 20,25-D es marcadamente diferen
de las miotonias hereditariaes y de la inducida con el S-AC.

IV, ELECTAOFORESIS EN GELES DE PLACA

Pare investigar el concepto de que 1a miotonia experimental ee ma
nifiesta como un defecto generelizado en las membranas celulares, se
analizaron los perfiles electroforéticos unidimensionales de las prote
inas membranales de eritrocitos de animales normales y wmiotonizados

farmacolbgicemente.

Las muestras de ratas testigo y las de ratas tratedas con el
20,250 mostraron un perfil proteico muy similar entre si. En cambio,
las muestras de ratas tratadas con el 9-AC tuvieron diferencias signi-
ficativas con el grupo testico; en el primer grupo se observ la dismi
nucifn ds dos bandas polipeptIdicas mayores gue se desplazan en las re
giones de 26,000 y 29,000 daltones de peso molecular, se incrementd una
banda en la regién de 52,000 daltones al igual que en la de 135,000.
Ademds, se observd un ligero incremento en una banda de mermor intensi-

ded que migra en la regién de 85,000 daltones de peso molecular.
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Algunos estudios han sugerido gue la miotonfa puede representar
un defecto en las membranas celulares generalizado. A pesar de ous hay
una meyor fluidez en las membranas eritrociticas de pacientes con mio '
tonfa distréfica y miotonfa congénita (Butterfield et al., 1976) y anor
malidades en a funcibn de elgunas enzimas de dichas membranas (Aldel
y Lehmann-Horn, 1985) no se han observado alteraciones de los patrones
electroforéticos de protefnas membranales de hematies de pacientes con
esas miopatias de origen natural (Roses y Appel, 1975). Ademés, se ha
descrito oue los hematfes de animales tratados con sl 20,25-D tienen
mayor fluidez en su membrana {Butterfield y Watson, 1977) y alteracio-
nes en funciones enzimiticas (Nagatomo y Peter, 1975; Peter et al.,
1973) y nue el patrén electroforético de las protefnas no cambia, tal
como se muestra en este trabajo. Lo anterior parece indicar gue en
los procesos patoldgicos anteriormente sefialados hay alterecién en la
funcidn de algunas enzimas membranales sin cambios en el perfil elec—-
troforético, lo gue sugiere cque dichas anormalidades se relacionan con
cambios en el microambienta membranal mis que en las cantidades relati
vas de las protefnas de dichas membranas. De cualguier forma, se re—
auisre de mayores estudios que sefalen si dichas enfermedades constitu

yen an realided un defecto membranal generalizado.

En contraste con el 20,75-0, el 9-AC &s un agente oue al parecer
origina altereciones més especificas en animales de experimentacién
(Morales~Aguilera, 1987) tales como una induccién del FenSmeno miot6ri
co m&s répida v de efectos m&s intensos, entre otras. Si en realidad
el 9=AC es un bloqueador especifico de los canales de cloro de las mem
branas celularas, las alteracionas en los polipéptidos de las bandas
sefaladas anteriomnmente, probablemente indiquen alguna relacifn directa
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o indirecta con el canal anifnico del eritrocito que en alguna forma
esté relacionada con el sindrome miotdnico. Sin embargo, no se puede
descartar un posible efecto colateral del 9-AC que no participe en la

inducciéin de miotonia.

Por Gltimo, se hace hincapi® en que en este tipo de investigacio-
nes se emplean té&nicas bioocufmicas para explorar las carecteristicas
de varios desordenes de membranas inducidos experimentalmente. De va
lor adicional seré el utilizar los estudios de patologfia experimental
para contribuir a la comprensifn de aspectos normales de sstructura y
funcién de las membranas. Ademds, con estos trebajos se proporciona
una opartunidad pare traducir altereciones funcionales de la membrana
en términos bioguimicos y se contribuye a explicar los mecanismos fisio

18gicos normales,



CONCLUSTONES

De este trabejo se concluye pue:

1. Las rates Sprague-Dawley son mas sensibles a la accifén del 9-AC aue
las Long-Evans, ya nue presentan alteraciones hematolégicas y bioquimi-

cas que no se habfan descrito en 1las (iltimas,

2. (as altereciones hematolfigicas y bionuimicas en las animales mioté
nicos son mfs ssverss en los animales tratados con el 20,25-D que en

los que recibieron el 5-AC. Estas alteraciones probablemente se deben
a efectos coletsreles de los fArmacos que no se relacionan con el sin-
drome mioténico ya gue no se abservan en la miotonfa de origen natural

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

3. La ausencia de cambios en el perfil electroforético de proteinas
de membranas eritrociticas de retas tratadas con el 20,25-D parece in-
dicer que las altereciones funcionales en enzimas membranales encontra
das por otros autores en animales tratados con este TArmaco se deben a
alteraciones en el microambiente membranal més que a cambios proteicos
cuantitatives. Por otra parte, las elteraciones de las principales ban
das polipeptidicas oue migrari en 1as regiones de peso molecular de
26,000, 29,000, 59,000 y 135,000 daltones en las muestras de animales
tratados con el 9-AC suglieren gque existe algin tipo de relacién entre
1lns polipéptidos que constituyen estas bandas y el transporte aniénico
del eritrocito; sin embargo, no se puede descartar un efecto colateral
del 9-AC gue no se relacione con la miotonfa. Por lo anterior, en este
estudio se sugiere oue los f4rmacos capaces de inducir el sindrome mio-
ténico también pueden afectar a las membranas celulares en forma mis ge

neralizada.
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