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RESUMEN

La miotonia consiste en una contraccion anormal-
mente persistente del misculo esquelético despues de
una estimalacién mecéanica o eléctrica, debida a una ano
malia del sarcolema; esta anomalia puede presentarse en
el hombre en forwa natural y ademas puede ser inducida
en animales de laboratorio mediante clofibrato v el 20,
25-diazacolesterol (20,25-D). Estos farmacos son utili
zados en el tratamiento de pacientes con hiperlipidemias
ya gue disminuye las concentraciones de friacilglicéri-
dos y colesterol en el suero. Ademas de este efecto Pue
den producir algunos sintomas secundarios tales como de
bilidad, dolor muscular y un sindrome parecido al de la

miotonia.

Atkinson y col. (1980) sugieren gue la miotonia
hereditaria puede ser la manifestacion de un defecto de
membrana generalizado, por lo que en la miotonia induci
da'pudieran presentarse cambios en otros tipos celula--
res ademas de en los miasculos, por ejemplo, en los eri-
trocitos. E1l misculo esguelético es el b6rgano mas estu
diado en pacientes con wmiotomia y en modelos experimen-
tales. Se conoce poco acerca de los cambios que ocurren
en las membranas de eritrocitos en una miotonia experi-
mental. Por lo que en el presente estudio se intentan
determinar algunos cambios cualitativos en las protei-
nas de la membrana de eritrocitos (obtemidas de ratas
tratadas con dos drogas miotonizantes) que pueden deter
minarse mediante electroforesis, que ademas esten rela-
cionados con las proteinas que tienen como principal
funcién el transporte de cloruros, ya que sSe ha demos-
trado que la primncipal causa de la miotonia natural o
inducida es una gran disminucion en la conductancia al

ion cloruro. Ademas se determinaron algunas variables



hematoloégicas y biogquimicas que pueden dar alguna infor
macion adicional sobre ca.ttbios que ocurran en los eri=-

trocitos o en vias metabdlicas generales.

Se 1llevd a cabo el siguiente diseno experimental:
se utilizaron ratas macho Sprague Dawley de 40 dias de
nacidas; se formaron tres grupos de cinco ratas cada
uno y se les administrd clofibrato (300 mg.kgfl) al pri
mer grupo, 20,25-D (50 mg.kg-i) al segundo grupo y el
tercer grupo se mantuvo como testigo. Las drogas se ad-
ministraron por via oral mediante una canula esofagica.
A los 40 dias de iniciado el experimento se sacrifica-
ron las ratas; mediante puncidén cardiaca se obtuve san
gre total y suero. A las muestras de sangre total se
les trato mediante la técnica de Atkinson y col.(1980)
para obtener membranas, con las que posteriormente se
llevd a cabo la electroforesis en gel discontinuo de
DSS-poliacrilamida por el método de Laemmli (1970). Ade
mas se determinaron la hemoglobina y el hematocrito.
Las muestras de suero se utilizaron para determinar glu

cosa, colesterol y proteinas sericas totales.

Los animales tratados con clofibrato y con 20,25-D
mostraron menos signos evidentes de miotonia, como rigi
dez wuscular o dificultad para caminar, gue las que pro
duceu drogas mas potentes como el acido-%9-antracén-catr-
boxilico (9-AC). Sin ewmbargo, a las dosis usadas en el
presente estudio, otros autores har demostrado la pre-~

sencia de miotonia por medio de electromiografia.

El perfil proteico de membranas de eritrocitos de
ratas tratadas con clofibrato mostro la disminucion de
las bandas con un peso mcolecular aparente de 200 000,
78 000 y 35 000 daltones.



Es posible que el clofibrato al afectar a las pro-
teinas correspondientes a las bandas 2, 2.1, 2.3, 2.6,
k.1 y 6 acthe ademas, directa o indirectamente, sobre
la funcionalidad de la banda 3 o a la inversa que al ac
tuar sobre la banda 3 se modifiquen las proteinas anfes
mencionadas. Ademas, no se descarta 1la posibilidad de
que se manifiesten cawmbios conformacionales o funciomna
les en las proteinas ya que mediante la técnica de elec
troforesis no se pueden determinar dichos cawmbios.

Por otro lado, 1to hubo cambios.en la hemoglobina,
hematocrito, proteinas séricas totales y glucosa de ani
males tratados con clofibrato, lo cual indica que apa-
rentemente no se alteran estas variables a la dosis uti
lizada en el presentz z3tudio. El colesterol si disminu
y0 significativamente, lo cual era de esperarse, pues
es una droga que actGa disminuyendo los niveles de co -
lesterol en suero, lo que confirma que la metodologia

utiligzada es confiable.

En ratas tratadas con 20,25-D no aparecidé cambio
alguno en las bandas del perfil proteico determinadas
‘mediante electroforesis., Se sugiere que las alteracio-
nes membranales inducidas por esta droga que han sido
descritas por otras autores, deben atribuirse a modi-
ficaciones en la estructura lipidica de la membrana o.
a cambios conformacionales en las proteinas no detecta
das en este estudio. Ya que el 20,25-D altera signifi=
cativamente los niveles de colesterol el cual esté im-
portantemente asociado a la membrana principalmente en
la estructura, es posible gue las disminuciones de la
hemoglobina y el hematocrito puedan ser consecuencia de
alteraciones a nivel de la membrana, pdéé se ha demos
trado que el 20,25-D puede aumentar la fluidez de la
misma vy €sto a su vez la fragmentacion de eritrocitos

acompariada de una disminucién de estos parametros.



Cabe mencionar que las dosis utilizadas aparente-
mente no modifican el metabolismo de las proteinas ,é
ricas y glucosa. Ademas las alteraciones en las varia
bles utilizadas podrian deberse a un efecto secunda-
rio de la droga que pudiera no estar relacionado direc
tamente con la miotonia inducida; tanto como para el

clofibrato y el 20,25-D.

El presente estudio abre las puertas para investi
gar alteraciones gue no fueron posible detectar median
te electroforesis, como determinar la funcionalidad de
la banda 3, midiendo la conductancia al ion cloruro,
marcandolo radiactivamente, para relacionar los cambios
en las proteinas vecinas a la banda 3, con posibles cam
bios en la conductancia al cloruro. Ademas, se pretende
‘conocer si los cambios encontrados emn el presente estu
dio son reversibles, pues se ha demostrado que al elimi
nar la administracidém de la droga los sintomas desapare
cen gradualmente. Por otro lado, se podrian demostrar
alteraciones en la morfologia de la membrana de eritro-
citos obtenidas de ratas trnatadas con drogas miotonizan
tes, mediante fotografias en barrido. Por Gltimo, ya
que el clofibrato es una droga utilizada actualmente en
pacientes, para disminuir los niveles de colesterol, se
ria de gran interés conocer si las alteraciones obser-
vadas en el presente estudio, también se manifiesta en

pacientes a los cuales se administra el clofibrato.



INTRODUCCTION

Una de las enfermedacdes que afectan directamente a
los masculos estriados del hombre y de atros mamiferos
es la miotonia (enfermedad de Thomsen) que se caracte-
riza por la relajacidén anormalmente lenta del musculo-
voluntario, que semeja una contractura. En el hombre es
una enfermedad hereditaria que se presenta como autosé-
mica dominante., E1 aefecto responsable de la miotonia
se ha localizado en la membrana muscular donde disminu
ye la conductancia ai ion cloruro. El1 paso del ion clo
ruro a través de la membrana se lleva a cabo mediante
proteinas integrales. Se desconoce si estas proteinas
se encuentran alteradas o modificadas en una miotonia

natural o inducida.

Se ha demostrado que el sindrome muscular mioténi-
co puede manifestarse como un defecto de memhrana gene
ralizado, es decir, ademas de estar alterada la membra
na muscular también se modifican otros tipos de membra
nas.Por otro lado,existen antecedentes de qgua en los
eritrocitos los movimientos del ion clorurq a través de
la membrana son funcionalmente importantes, al igual
que en el sarcolema; y como en una miotonia matural o
inducida se ha demostrado una disminucion en la conduc-
tancia al ion cloruro en el sarcolema, es pues posible,
gque en estados miotodonicos pudieran alterarse las prote~
inas encargadas del transporte al cloruro en la membra-
na eritrocitica, si realmente en una wiotonia inducida
también se manifiesta este defecto en forma generaliza
da. |

Ademas, la miotonia puede ser inducida en animales
de laboratorigy mediante algunos agentes quimicos (dro-

gas hipocolesterolemiantes) tales como clofibrato y



el 20,25-diazacolesterol.

Cabe destacar que el comportawiento miotdénico en
animales de laboratorioc no es igual al que se presenta
en el humano. Sin embargo, es importante conocer algu-
nos mecanismos bioquimicos y fisiologicos. Por lo gue
en el presente trabajo se investiga la posibilidad de
encontrar cambios cualitativos en las proteinas de mem
brana que pudieran ser detectados mediante la electro-
foresis, asi cowo variaciones con algunos factores he-
matoldgicos y bioquimicos que podrian contribuir a una

me jor comprension de esta enfermedad.

HIPOTEJ STIS

Ya que en la miotonia mnatural se ha demostrado una
disminucion en la conductancia al ion cloruro en el sar
colema, lo cual esta intimamente relacionado con las
proteinas que transportan estos aniones (banda 3) y ade
mas que esta enfermedad se manifiesta como un defecto
de membrana generalizado, es posible que los agentes
inductores de miotonia pueden modificar a proteinas
eritrociticas asociadas directa o indirectamente con el

canal anionico.



De acuerdo a la hipotesis planteada se disemno la
presente investigacion induciendo miotonia experiaen-
tal en ratas con dos drogas diferentes, con los siguien

tes objetivos.

1.- Determinar el perfil proteico de la membrana
de eritrocitos de ratas normales y de ratas
tratadas con clofibrato, mediante la técnica

de electroforesis en geles de poliacrilamida.

2.- Determinar y comparar algunos efectos farma-
coldgicos inducidos por estas drogas con un
grupo de ratas testigo sobre las variables
biomeétricas siguientes:

a).- Concentracién de hemoglobina.

b) .- Hematocrito.

3.- Determinar y comparar algunos indicadores me-
tabélicos tales como:
a) .- Proteinas séricas totales.
b) .~ Colesterol.

¢c).- Glucosa.



ANTECEUDENTE S

a).- La Miotonia.

El fembmeno de miotonia fue por primera vez descri-
to por Thomsen en 1867 como una condicidn hereditaria.
Se ha descrito también ean términos electrofisiologices
como una tendencia anormal de la membrana muscular a des
cargar un tren de potenciales de accidéon en respuesta a

una sola estimulacidédn (Brown y Harvey, 1939).

Esta enfermedad se presenta en ¢l hombre y en algu-
nos animales. En el hombre, la miotonia puede manifestar
se como miotonia congénita, miotonia distrofica y para-
ﬁiotonia; este altimo fendmenc sz presenta sdélo por expo
sicion al frio (Caughey, 1968). Cabe wencionar que la
miotonia distrofica es una enfermedad con un gran espec-
tro de manifestaciones tales como debilidad muscular, ca
taratas, atrofia testi~cular, calvicie prematura y  anorma
lJidades endocrinas. Menos severa es la miotonia congéni=
ta en la que no se observa degeneracidn muscular alguna.
Usualmente principia al mnacimiento pero los sintomas pue
den retrasar su aparicidém hasta el fin de la primera o

aun de la segunda década de la vida (Walton, 1965),

Entre los sintomas que presentan los pacientes mio-
tdonicos se destaca la rigidez involuntaria de los miscu-
los esqueléticos, gue se manifiesta al iniciar sabitamen
te alguna actividad fisica. Esta rigidez involuntaria
disminuye al continuar el ejercicio hasta desapare@er
por completo, fendOmeno conocido como "calentamiento”

(Ravin, 1940).



El defecto responsable de la miotonia 32 ha locali-
zado en la membrana muscular ya que el sindrome persiste
aun después de aplicar curare a la placa neuromuscular,
igualmente al seccionar el nervio o al seccionar los cor
dones anterolaterales de la médula espinal; pueden produ
cirse descargas miotonicas estimulando al misculo en
¢ualquier regidn y no necesariamente ni la unida neuro-

muscular (Brown y Harvey, 1939 ; Eyzaguirre y col., 1948).

Una caracteristica sobresaliente del misculoc micto-
nico es la elevada resistencia eléctrica del sarcolema;
particularmente aparece reducida la conductancia del ion
clorura (GCl*). Esta caracteristica se observa en la mio
tonia congénita y no se presenta en miscules sanos, por
lo que se acepta que es la principal responsable del de-
fectoa miotbnico (Bryant y Morales-Aguilera, 1971 ; Lipi~
cky ¥ col., 1971).

Diversas investigaciones acerca de la GCl- en el
masculo esquelético sefialan que el ion cloruro podria
transportarse a través de la membrana muscular por cana-
les acuosos que podrian estar formados por proteinas in-
tegrales (Palade y Barchi, 1977 a). Se desconoce si en
la miotonia tales canales se encuentran modificados o en

menor cantidad que en el misculo normal.

El diagnbéstico clinico de la enfermedad se realiza
con electromiografia (EMG), yva gue esta técnica permite
observar que la fibra lel aldsculo miotdnico al despolari
zarse produce un tren de potenciales de accidn caracte-
ristico y al transformar esta sefial a sonido emite un
ruidc que asemeja al ataque de un "avion de bombardeo"
(Hofmann y Rowe, 1966). Existen otros métodos tales co-
mo pruebas funcionales bioguimicas y biofisicas. Todas

ellas pueden usarse para la identiificacidn de una miopa-
*
L



tia dada, asi como para saber su evolucion; desgraciada-
mente cuando se vzcurre a tiles métodos generalmente 1la

enfermedad ya esta muy avanzada.

b).- Caracteristicas de las Drogas Inductoras de

Miotonia.

Los requerimientos moleculares de las drogas bloquea
doras de la conductancia al cloruro mas importantes son

las siguientes:

1.- La molécula debe ser plana.

2.- El acido debe ser monocarboxilico.

3«.- La posicidn del grupo carboxilico y de otros grl
pos sobre la molécula es critica.

4.~ Los compuestos més potentes Lienen un tamaio y
peso molecular similar (199 000 a 298 000 dalto
nes) .

5.« La molécula debe ser hidrafébica.

La miotonia por medios quimicos puede ser inducida

por diferentes formas:

1.- Mediante agentes hipocolesterolemiantes {clofi-
brato y 20,25-diazacolesterol.

2.- Mediante acidos aromaticos monocarboxilicos.

3.~ Mediante aniones iwmpermeables que sustituyen al

cloro.

c).- Miotonia Inducida por Agentes Quimicos.

Clofibrato: Su metabolito activo es el etil éester

de clorofenoxiisobutirato v tiene la siguiente formula

estructural.
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Es un agente hipolipidemiante utilizado comc terapén

tico en el hombre para disminuir los nivel.:s de colesta-
rol v triacilglicéridos en suero (Mannisto y col., 1975).
Actha interfiriendo coa la biosintesis del colesterol an
tes de la formacion del escualeno. Sin embargo, existen

otros sitios en los que se presume su accion tal como se

presenta en la figura 1 (Chevais, 1980).

Algunos efectos con su administracidon iuncluyen nau-
sea, diarrea, leucopenia y algunas enzimas elevadas en
suero. Debido a su toxicidad se considera gue su uso pue

de ser dahino.

Langera y Levy (1968) fueron los primeros en obser-
var que ¢l clofibrato >casionalmente causa un sindrowme
caracterizado por debilidad, dolor muscular, enzimas sé-
ricas elevadas tales como trapsaminasas, aldolasas, crea
tinfosfoquinasa. Estas complicaciones fueron secuniarias
a la administraciotn en pacientes que tenian hiperprotei-

nemia.

Geltener y z20l.,(1975) observaron incramentada la
excrecidn de creatinina en orina. Se ha encnutrado que

al eliminar la administracidon desaparecen los signos mio

11
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paticos después de un tiempo. En pacientes con falla re-
nal es mucho mas frecuents la miatonia al igual que en
pacientes con hipotiroidismo. En pacientes con diabetes

provoca danos cardiomiopaticos.

Palade y Barchi (1977 b) informaron que la miotonia
inducida por agentes guimicos se desarrolla con mas velp
cidad en nisculos rapidos; esto es posible porque la coé
ductancia al cloruro estd conectada con el sistema de tu
bulos transversos, el cual esta mucho mas desarrollado
en masculos rapidos. Ademas en este tipo de misculos es
particularmente importante la a<tahilidad eléctrica de

la superficie de la membrana ( Ontell y col., 1979 ).

Kwiecinski {1980) no observd respuesta miotdnica al
clofibrato en mGsculos sanos denervados. Esto podria su-
gerir que la miotonia inducida con clofibratoc se desarro
lla por accién directa de la “roga sobre los masculos in

dependientemente de la influencia neural.

Paul vy Adibi (1979) demostraron que el clofibrato
tiene profundos efectos sobre la histologia, composicidm
quimica y reacciones quimicas del higado.

El élofibrato es metabolizado a acido clofibrico,
el cual interactfia con ciertos aminoacidos disminuyendo
las concentraciones de éstos y provocando su oxidacién
en los wmisculos, Estas alteraciones pueden jugar un pa-
pel importante en los efectos miopaticos producidos por

€éste tipo de drogas (Paul y col., 1980).

Por otro iado el clofibrato también pue:le ser utili
zado para inducir miotonia en ratas. Eberstein y Goodgold
{(1973) fueron los primeros en demostrar el desarrollo de
miotonia en ratas.

Estudios realizados por Kwiecinski (1978) en ratas
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macho Wistar, con un peso promedio de 200 g y recibiendo
una dosis de %00 mg.kg;“1 de peso diariamente mediante in
yYecciones, por un tiempo de tres a seis semanas, mostird
que con esa dosis la concentracidn de clofibrato en sue-
ro es similar a la dosis terapéutica utilizada en el hom
bre. Ademis utilizd electromiogramas para evaluar cam-
bios en la actividad muscular causada por la droga, lo
cual apoya el trabajo realizado por Drowmgoole y col.
(1975b) quienes al utilizar una dJdosisz de 300 mg.kg-i de

peso observaron el mismo efecto.

Wilkening y col. (1978) trabajando con ratas, obser
varon que el clofibrato puede interferir con el metabo-
lismo de la glucosa en misculo. El glicdogeno y todos los
intermediarios de la hexosa-fosfato disminuyeron en mas-
culo esquelético, asi como también el contenido de glicé

geno en misculo cardiaco.

Niebré j-Dobosz y Kwiecifiski (1983) estudiaron algu-
nos indicadores biogquimicos que probablemente estan aso-
ciados con la induccidn de miotonia en misculo de ratas
tratadas con clofibrato. Estudiaron el perfil proteico
sarcolemal de electroforesis en geles de poliacrilamida,
lo cual evidencid la disminucidn de las bandas proteicas
de 200 000, 80 000 y 40 00O daltones de peso molecular.

Por otro lado, administrando clofibrato a ratas,
Peter y Campion (1977) observaron disminucidn de la acti
vidad de la ATP asa (Na*, K') en membranas plasmaticas
de misculo. Sin embargo, la actividad de esta enzima en
eritrocitos fue normal. La administraciom de clofibrato
disminuye el contenido de proteina en misculo y tambien
la oxidacion de glucosa y palmitato. Existe una infini-
dad de alteraciones producidas por la administracion de

esta droga; desgraciadamente, el mecanismo bioquimico
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por el cual el clofibrato produce cambios miopaticos es

incierto.

20,25-Diazacolestervl: Es un analogo estructural

del colesterol. Difiere de éste en que contiene sitios
de la cadena sustituida por nitrégeno en los atomos de

carhono 20 y 25. Tiene la siguiente férmula estructural:

Winer y el . (1965) observaron el efectoc miotdnico
en pacientes hipocolesterclémicos tratados con 20,25-dia
zacolesterol, los cuales presentaron espasmos musculares
y un electromiograma similar al de la miotonia. A pacien
tes gue recibhieron 20,25-diazacolesterol por un par de
meses y una dosis de 50 mg por dia, se les efectud una
biopsia en la que se observd miopatia con atrofia de fi-
bras musculares (Somers y Winer, 1966). La wmiotonia fue
acompanada por cambios de esterol en el plasma y en la
membrana del eritrocito del miasculo, en donde disminuyd
el total de esterol y colesterol, aumentando el desmoste
rol. Esta comisidon requiere de la administracidn de la
droga por varios dias. Sin embargo, al térwino de la ad-
ministracion los efectos desaparecen gradualmente. Aun-
que muchos autores utilizan diferentes dosis y métodos
de administracidén, la reaccion miotonica siempre se ob-

servae.
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Ademas del 20,25-D existen d#tros andlogus del coles
terol contenieni> diferentes sitios de la cadena sustitu
ida con nitrogenoc que tamhiér inducen miotonia en ratas
(Kwecinski, 1981).

Se ha observado que el 20,25-D produce cambios simi
lares a los descritos en el humano, en cabras y 22 ratas.
En estas Gltimas se han descrito signos caracteristinc s
de la distrofia miotonica, as® como atrofia testicular,
dano al miasculo cardiaco, 1iso, por lo gque algunos auto-
res (Fairhurst y col. 1976, Schruder y Khun 1968, Peter
y col. 1973, Nagatomo y Peter, 1975) han considerado a
la miotonia inducida por este agente como un modelo expe

rimental de 1a niotonia distrdéfica humana.

Se ha creido que el desmosterol puede ser esencial
para el desarrollo de la miotonia, ya que se ha demosira
do que la administracidon simultinea de 20,25-D y dietas
altas en colesterol previene la aparicidsn de la miotonia.
Sin embargo, otros agentes causan la disminucidon de co=-
lesterol en suero y misculo sin la acumulaciédn de desmos
terol (Peter y Campion, 1977; Seiler y col., 1975). Aun-
que el colesterol es importante para la funcidn normal
del sarcolema en el transporte idomnico y es el mayor cons
tituyente de las membranas biolégicas, su papel bhiologi-

co ain no esta totalmente entendido.

El mecanismo bioquimico por el cual la acumulaciodn
de desmosterol puede disminuir la conductancia al cloru-
ro es incierto. Se piensa que el desmosterol puede inter
actuar directamente con los componentes moleculares de
la wmewmbrana relacionados con la conductancia al cloruro
(Peter y Campion, 1977).

Winer y col. (1966) indujeron miotonia en ratas con

los anadlogos del colesterol:25-azacolesterol (0.1mg.kg-1)
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24-azacolesterol (5 mg.kg-l), 22,25-diazacolesterol (30
mg.kg-1), sc-1382 (20 mg.kg_i) y el 5C-12998 (10 mg.kg-l),
observaron que todos ellos causaron reduccion del coles-
terol y acumulacidén de desmosterol en misculo y plasma,
mostrando que bloquean la conversion de desmosterol a co
lesterol (Fig. 2). También se ha demyatrado un patrén al
terado de fosfolipidos con algunos de ellos (Scrider y
Khun, 1968).

Niébroj-Dobosz y col. (1976) determinaron la activi
dad de algunas enzimas en la membrana plasmatica de mias-
culo de rata después de la administracion de 20,25-D y
observaron una disminucién de la actividad de la ATP asa

(Na*, K). Lo mismo observaron Nagatomo y col., en 1975.

La actividad maxima de la ATP asa (Na', K+)depende
de 1la prOporcién'adecuadaWde Na'/ k* y una concentracion
adecuada de C1 . En la miotonia inducida por el 20,25-D
se ha observado una disminucién en la conductancia al
€l vy una disminucibén en la concentracioén de Na' intrace
lular de las fibras del misculo, aunque no se ha observa
40 una reduccidén de X'. Se piensa que la reduccidn de
Na' intracelular increamenta la actividad de la ATP asa,
T ocC1” en

suero o células rojas ( Peter y Campion, 1977).

; +
pero no se encontraron alteraciones de Na , K

Peter y Fiehn én 1973, observaron un aumento en la
actividad de la ATP asa (Na', K¥) de sarcolema y de mem-
brana de eritrocitos después de la administracidon diaria
de 20,25-D. Ellos concluyeron que el incremento en la ac
tividad de esia enzima puede disminuir la conductancia
al Cl  que pudiera ser el resultado de la acumulacidn de

desmosterol.

Aun son mas diversos los resultados obtenidos pnor

otros autores sobre ‘la actividad de la ATP asa, Hull y
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Roses (1974) realizaron un estudio estequiométrico del
transporte de Na*y K+ en eritrocitos de pacientes con

miotonia distrofica encontvrando un intercambio de dos
sodios por dos potasios. Sin embargo Hobbs y col. (1979)
observarca una proporcion normal. Tales divergencias
sugieren que la actividad de la enzima ATP asa podria

ne jugar un papel importante en la miotonia.

Fiehn y Seiler (1975) demostraron que ia actividad
de la ATP-asa depende directamente del contenido de des-
mosterol en eritrocitos y sarcolema. De acuerdo a ellos
la acumulacion de desmosterol en la membrana plasmatica
estimula el efecto de transporte de la ATP-asa. Por otro
lado, ellos mencionan gque si la miotonia fuera realmente
debida a un desorden en la membrana plasmatica relacio-
nada con lipidos, se podria esperar cambios en la acti-
vidad de otras enzimas transportadoras de cationes en
el sarcolema tal como sucede con el aumento en la acti-
vidad de la ATP asa Ca'  y de la enzima p-nitrofenilfos
fatasa, otra-enzima unida a la membrana, inducida por
el 20,25-D.

Butterfield y Watson (1977) llevaron a cabo estu-
dios de resonancia magnética nuclear en membrana de eri
trocitos de ratas tratadas con 20,25-D, observando un
aumento en la fluidez. Cambios analogos se demostraron
en miotonias distradfica y congénita (Butterfield y col.
1976). La fluidez de la mewmbrana puede depender de su-
composicioén principalmente de la longitud de las cade-
nas hidroc¢arbonadas, de la presencia de insaturaciones
de las wmismas y del colesterol ya que este mantiene la
estabilidad mecanica de’'la membrana. Um aumentoc em la
fluidez podria coincidir con uma alteracidn en el patron
de ac. grasos y fosfolipidos, como lo describieron Khun
v ¢0l.(1968). Las alteraciones en el estado fisico de la
-membrana de eritrocitos presentes en diversocs tipos. de
miotonias, sugieren, por lo tanto, gue la miotonia esta
asociada con una anormalidad generalizada de la membrana

(Peter v col. 1975).
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d) .- Bioquimica del Eritrocito.

Para estudiar la organizacihn molecular de la membra
na celular, el primer pase consiste en aislarla del resto
del citoplasaa en 14 forma mas pura gque sea posivle, para

estudiarla luego con métodos bioquimicos y biofisicos.

Se han ewmpleado métodos para aislar mewbranas plasma
ticas de una gran varie lal de c=2lulas. En la mayor parte
de los casos, la pureza de las fracciones obitenidas es
controlada me.liante wic-rscopia electroénica y analisis en

zimaticos entre otros métodos.

Las membranas plasmiticas pueden obtenerse con gran
facilidad a partir de -sritrocitos hemoclizados. Los eritro
citos se tratan con soluciones hipotdénicas que producen
primero la hinchazdén de¢ la célula y luego la hemdlisis.
Las membranas obtenidas mediante este procedimiento sue-~
len denominarse "fantasmas" de eritrocitos que pueden ser
de dos tipos: Los"fantasmas" resellados gue se logran me
diante hemblisis suave seguida por umn tratamiento con
sustancias que restablecen las funciones de permeabilidad.
Cuando la hemblisis es mas drastica, la hemoglobina es
extraida completamente ("fantasmas“blancos) y aunque es-
tos!''fantasmas" ya no pueden ser resellados para su estu-

dio fisiologico, son Ttiles para el analisis bioquimicn.

Se sabe wmas de ia composicion de la membrana de eri
trocitos humanos que de otras células. Las proteinas re-
presentan 52 % de su masa, los lipidos 40 % y los hidra-
tos de carbono 8 %. Los oligosacaridos estan unidos tan-
to a los glicolipidos como a las proteinas (glicoprotei-
nas) Robertis, 1984,

Las proteinas representan el componente fundamental

de casi todas las membranas bioldgicas. Desempenan un pa



pel, no sdlo en la estructura mecanica de la membrana
sino también en su permeabilidad, sea como transportado-
res o como canales y en las propiedades de regulacion o

reconocimiento de ligandos, ademas de otras funciones.

Las proteinas de la membrana de eritrocitos se cla-
gifican en dos tipos: bproteinas de membrana integraleées
las cuales se unen por el centro lipidico hidrofébico y
las proteinas de membrana superficiales, las cuales in-
teractidan no-covalentemente con proteinas y Iipidos de

la superficie externa o de la interna de la wmewbhrana.

Para separar los polipéptidos de las membranas de
los eritrocitos, el método generalmente usado caisiste
en disolverlas en un detergente idnico, el dodecil sul-
fato de sodio (DSS) y tratarlas luego por electrofore-
sis en un gel ‘I» poliacrilamida. La separacion en geles
de poliacrilamida resuelve aproximadamente 40 constitu-
yentes, de los cuales ocho a doce son los mas importan-
tes (Robertis, 1984).

Las proteinas de la banda ITI, son las proteinas
transmembranales mas abundantés en los eritrocites. Atra
viesa todla la membrana en forma de dimeros (o tetréameros)
y representa las particulas de 30 R . en la criofractura.
Tiene la funcién de intercambiar clorurns v bicarbonatos

a través de la membrana (Rothstein y col., 1976).

Para explicar la fumcion de la proteina de banda III
se ha propuesto un modelo de canal anidénico que tieme umn
sitio con cargas positivas para la fijacion de anioaes y
una barrera hidrofébica para limitar su libre difusidn.
En este modelo se supone que el segmento que contiene el
sitio de fijacion puede existir en dos configuraciones di
ferentes; una mirando hacia afuera, la otra hacia adentro.

De este wmodo podria actuar en 21 canal como una compuerta

21
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con dos posiciones. Adewmas, se supone gue el sitio de
fijacidn anidnica se halla en un segmento de 65 000

daltones (Rothstein y col., 1976) fig. 3.

Las proteinas superficiales no estan simplemente
insertadas en la bicapa lipidica, estan unidas a 1a
membrana mediante interacciones no-covalentes con pro
teinas integrales o con regiones de la bicanpa wmisma.
Lag proteinas superficiales mAs grandes,estan locali-
zadas en el lado citoplasmatico de la membrana y se co
nocen la espectrina (bandas 1 y 2), la ankrina (bandas
2.1, 2.3, 2.6), la banda 3, la banda 4.1 y %.2, la ac-
tina (banda 5) y la enzima gliceraldehido-3-fosfato des
hidrogenasa {(banda 6) cowo puede observarse en la figu-

ra 3.

MEMBRANA

W-....
WUM W fostokpidico

Bonda 4, |
=— Bonda 5

|Bandu 2

Banda | Banda |

Fig. 3 Representacidon esquematica de la ubicacién y
orientacion de algﬁnas proteinas de membrana
de eritrocito humano. Los nGmeros representan
a los nowbres de las proteinas segin la nomen

clatura convencional.
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e).- Alteraciones de Proteinas Membranales de Eritroci-

tos en algunas miopatias.

Appel y Roses (1976) estudiaron las membranas de
eritrocitos de pacientes con miotonia distréfica, obser

vando una disminuc¢ion en la fosforilacidn de la proteina

de la banda III, la cual estd constituida por varios po
lipéptidos y relacionada con el canal anidnico y la
ATP-asa (Na', K'). Mediante microscoplia electronica en-
contraron eritrocites en forma de copa (estomatacitos)

€én mayor numero que en los individuos normales.

Atkinson y col.(1980) estudiaron eritrocitos de pa
cientes con distrofia muscular miotonica y de cabras con
miotonia hereditaria como modelo animal. En éstas lti-
mas observaron una composicion alterada de las membranas
con reduccién de un polipéptido de peso molecular de
140 000 daltones, por lo que se piensa que el sindrome
musculay miotdnico puede ser una manifestacion de un de

fecto de membrana generalizado.,



MATERIALES Y METODOS

B]) Material Biglogico.

El material biolbégicae consistid en ratas macho

Rattus norvegicus de la linea Sprague Dawley de 40

dias de nacidas, del bioterio de la Unidad de Inves-
tigaciones del Noreste. Fueron alimentadas ad libitum
con croquetas (Nutricubos) de la marca Anderson Clay-
ton. Se dividieron en tres grupos de cinco animales

cada uno.

b).- Eguipo.

1.- Agitador magnético Thermolyne tipo 1000,
2. Balanzavanalitica Chyo Jupiter modelo C 3-200.
3.~ Balanza granataria Ohaus Slale corp.%IéOI.
4, . Camara de electroforesis modelo Studier (1953).
5.- Centrifuga Damon/IEC B-20 A (refrigerada).
6,- Centrifuga Sorvall GLC-1.
7.- Centrifuga Solbat mod. H-07.
8.- Densitémetro Beckman Modelo R-110.
9.~ Equipo de diseccidn y vidrieria comin de laboratorio.
10,. Espectofotémetro Carl Zeiss. Mod. PM Q III.
11.. Espectofotémetro Coleman Jr. II modelo 6/35.
12 . Fuente de poder Camag.
13,. Homogeneizador Potter-Elvehjem (capacidad 3 ml).
14, . Potencidmetro Beckman Century SS5-1.
15.- Refrigerador (congelador) Revco de -70°C,
16 .- Rotor 11-79 para la ultracentrifuga.
17.- Vortex Thermolyne M-16715.
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¢).- Origen Comercial de los Reactivos.

BioRad: Azul brillante de ccomassie R-250,
Azul de bromofenol.
Copper Fhedical Inc: Suero control IQ-Pak I.
Elaborado el el IMSS: Reactivo de Biuret,
Imperial Chemical Industries PLC: Clofibrato (ATROMID-S).
Lab. Pisa Guadalajara Jal. Mexico: Cloruro de sodio 0.9%.
Merck: Acido acético(30370 N), acide sulfhrice (3037-N).
anhidrido acético, carbonato de sodio anhidro,
metanol({401390), glicerol.
Ortho Diagnostic System: Acuglobin.
Productos quimicos Monterrey: Urea (7850), acido tricloro
acético (TCA).
Pro Lab de Jalisco S.A. Solucidén Drabkin (HICEL).
Quimica Scott, S.A.:Tartato de sodio y potasio.
Riker S.A. de C.V.: Heparina.
Sigma Chemical Company : Acrilamida (A-8887), albGmina de
suero bovina, bhis-acrilamida (N-N'- metilen big~-
" acrilamida M-7256), beta‘mercaptoetanol, glicina
ortotoluidina, persulfato de amonio (A-6712),
TEMED N-N-N'N°-Tetrametilendiamina (Eatman 8%78),
Tris (Tris-hidroximetil amino metano T-1503),
reactivo de fenol (Folin-Ciocaletu's 21-F 5055),
Tiourea, DSS (Dodecil lauril sulfato de sodio).
Smith Kline French S.A.:Anestesal (Pentobarbital soddice)-
Técnica Quimica 3:A.: Hidrbxido de sodio (3690), sulfa-
to de sodio pentahidratado (5-1190), fosfato de
sodio dibasice (1360).



d) .- Preparacidén de las Soluciones de Faruacos.

1.~ Clofibrato: Aforar el contenido de una capsula de
clofibrato, la cual contiene 0.3 ml .
(500 mg) en 0.45 ml de propilenglicol

¥ agitar vigorosamente.

2.- 20,25-Diazacolesterol: Disolver 50 mg de la droga

en un ml de agua bidestilada.

Al primer grupo de ratas se les administrd =21 clo-
fibrato a una dosis oral y diaria de 300 mg.kgulde peso
por medio de una canula esofagica utilizando como vehi-

culo propilenglicol.

Al segundo grupo de ratas se les administré 20,25-D
a una dosis oral y diaria de 50 mg.kg"1'de peso con el -
mismo procedimiento que el anterior, solo que el vehicu-

log utilizado fue agua.

Al tercer grupo se le mantuve zomo control y sola-

mente se les administrd propilenglicol.{(0.32 ml).

Las ratas fueron pesadas diariamente con la finali-
,dad de proporcionar la dosis exacta de la droga, A los
- 40 dias de iniciado el experimento fueron sacrificadas.
Antes de ser sacrificadas fueron mantenilas en ayu-
no por 16 horas; posteriormente se les anestesit por via
intraperitoneal con una dosis de 50 mg.kg_1 de pentobar-
bital sédico (Anestesal). Se extrajo sangre por puncién
cardiaca y se colocd una parte en tubos de ensaye de 13

por 100 wmm. con anticoagulante y otra en tubos sin anti

coagulante.

26
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Las muestras sin anticoagulante se centrifugaron a
2 500 rpm. Se extrajo el suaro cuidadosamente con una
pipeta Pasteur y se dividid en dos porciones, una de las
cuales se utilizdé de inmediato para la determinacidén de

zlucosa por el método de la ortotoluidina (Dubowsky,1962).

La otra porcidén se mantuvo en congelacion a -20%
hasta gue se utilizd para las siguientes determinaciones:
colesterol por el método de Zlatkis y col. (1953), prote
inas séricas totales por el método de Biuret modificado

(Reinhold, 1953).

f).- Aislamiento de las Membranas de Eritrocitos.

(Atkinson y col., 198Q)

Las muestras con anticoagulante se utilizaron para
obtener fantasmas de eritrocitos (membranas). Las wmues-
tras se mantuviercn a QOC, se les centrifugd a 2 500 rpm.
con la finalidad de separar el plasma del paguete celular
Con una pipeta Pasteur se extrajo cuidadosamente el plas
ma. E1 paquete celular se lavdé con una solucién de cloru
ro de sodio (0.145 M) a pH 7.4. Este procedimiento se re-
pitio de tres a cuatro veces; ecuidadosamente se eliwminod
una capa Ylancuzca gque se forma sobre Bl paquete celular,
con el propdsito de eliminar gldbulos blancos. Posterior
mente se colocaron de uno a dos ml del paquete celular
lavado en tubos (capacidad de 50 ml) para ultracentrifu-
ga y se resuspendid en cloruro de sodio (0.036 M) hasta
alcanzar un volumen de 30 ml a un pH de 7.4, esto es ne
cesario para hemolizar los gldobulos rojos. Las muestras
se agitaron vigorosamente en un Vortex y se centrifuga-
ron a 12 000 rpm. a 4% por una hora. E1 sobrenadante
gse elimind y de nuevo se resuspendid. Fste procedimiento

se llevd a cabo varias veces hasta obtemner un paquete
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cremoso, que indica una contaminacidn minima de hemoglo-
tina. De estas muestras se niciercn frotis y se observa-

ron en microscopio de contraste de fases (Fig. 4).

Las proteinas tntales de las muestras se cuantifica
ron por el método de Lowry y col. (1951) utilizando albi
mina como estandar.

Ademas se homogeneizaron con Potter Elvejem y se al

) s ,
macenaron a -70 €C hasta su utilizacidn.

Otra porcidn de las muestras que contenia anticoagu
lante se utilizo inmediatamente para determinar:
Hemoglobina por el método de la Cianometahemoglobina
(Hainline, 1958) y hematocrito por el método de micro-
hematocrito (Lynch y col. 1972).

El diagrama de flujo general de la metodologia se

resume en la figura 5.

g).- Preparacibén de las Soluciones para la Electroforesis.

1.- Amortiguador Tris a pH 6.8

Sustancia ‘ Concentracion Cantidad
Tris 0.5 M 6.065 g
DSS 0.4 % 2 ml al 20%

Se ajusta el pH con acido o base segiin sea necesario

Y se afora a 100 wml coh agua bidestilzda-



29

a2,- Amortiguador Tris a pH 8.8

Sustancia Cencentrazion Cantidad
Tris : 1.5 M 18.165 g
DSS D.h % 2 ml al 20%

Se ajusta el pH con acido o base segin sea necesa-

rio ¥y se afora a 100 ml ccn agua bidestilada.

3.~ Amortiguador de camara.

Sustancia Cantidad
Glicina 144.1 ¢
Tris 32.0 g

Disolver en 600 ml con agua destilada y aforar a

1 200 con agua bidestilada.

4L,- Amortiguador de muestras.

SBustancia Cantidad
Azul de bromofenocl 0.01 g
B-mercaptoetanol 0.5 ml
D33 . 0.2 ¢
Glicerol 1.0 wml
Tris 0.057 g

Disolver y aforar a 3.5 ml con agua bidestilada.
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5.- TEMED (N-N-N'N'-tetrametilendiamina)

Se aplican 15 ml de TEMED puro a 20 ml del gel.

6.- Persulfato de amonio.

Se pesan 0.125 g vy se disuelven el un ml de agua bi-

destilada (200 ml de esta solucidn a 20 ml del gel).

h) .- Preparacion del gel.

Gel separador al 8 % para preparar 30 ml .
Estas soluciones se deben preparar al momento de

usarse y el orden que se menciona:

Sustancia Cantidad
1.- Agua bidestilada 12.6 ml
2.- Amortiguador Tris 8.8 7-5 ml
3.- Bis-acrilamida 9.9 ml

La solucién anterior se desgasificd por un tiempo .
de 30 minutos para evitar una rapida polimerizacidén y pos

terjiormente se le agregd:

4.. Persulfato de amonio 300 jul
5.- TEMED 22.5_ul
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Gel concentrador al 5 % para preparar 5 ml .
Estas soluciones se deben preparar al momento de

usarse y en el orden gue se menciona:

Sustancia Cantidad
1.- Agua bidestilada 2.91 ml
2.- Amortiguador Tris pH 6.8 1.25 ml
3.- Bis-acrilamida 0.83 ml

La solucion anterior se desgasificé por umn tiempo
de 30 minutos para evitar una rapida polimerizacidn y

posteriormente se le agregd:

4.- Persulfato de amonio 50 ul

5.- TEMED 5 ul

i).- Preparacidén de los Paquetes Cremosos (membranas)

para la Aplicacidn en el Gel.

Los paquetes cremosos {(f) de las distintas mues-
tras se resuspendieron en amortiguador de muestras. Se
agitaron en un vibrador eléctrico y se sumergieron en

agua hirviendo durante 2 minutos.

La c¢oncentracidén de las proteinas fue ajustada a
30‘pg/u1 mediante la adicidén de amortiguador de muestras.
Posteriormente fueron almacenadas en tubos Eppendorf a

o
~20°C.

El diagrama de flujo para la obtencidén de membranas
para aplicar estas muestras en el gel para la electrofo-

resis se resume en la figura 8.



Fig.,

4 Muestra del paquete cremoso en el cual se obser-
van vesiculas o membranas de eritrocitos ("fan-

tasmas™) ( 10X ; contraste de fases).

32
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Ratas mwacho Strague Dawley

Testigo Clofiibrato 20,25-D
n=5 n=5 n=5
L 1

y

Arestesiar con pentobarbital

(50 mg.kg‘l)

Extraer sangre por puncidén cardiaca

Heparinizada No Heparinizada

|

Obtencidén de Hemoglobina Glucosa (Dubowsky,1962

membranas Hematocrito Colesterol (Zlatkis,1953)

Sie=

Proteinas séricas
(Reinhold, 1953)

Fig. 5 Diagrama de flujo general.



jl.~ Colocacion de las Placas con el gel en la Camara

para la Electroforesis.{Laemmli, 1970).

El gel es preparado y colocado en una camara estre
cha formada por dos placas de vidrio separadas por un es
paciador de acrilico. Los espaciadores soun flexibles, un
poco mas largos que las placas y wmiden 2.5 cm de ancho ¥

0.8 mm de grueso.

Las placas de vidrio fueron lavadas y secadas. Los
tres espaciadores fueron impregnados de vaselina y pues-
tos como se muestra en la Fig. 6. Las placas se presiona
ron con clips especiales para evitar el escurrimiento del

gel por las orillas.

La solucion del gel separador se colocd rapidamente
entre las placas de vidrio. El1 tiempo que tardd en poli-
merizar fue de 10-15 minutos. Posteriormente en la parte
superior se colocd el peine que sirvido de guia para
hacer las hendiduras o celdas donde se colocaron las mues
tras (el peine también fué impregnado con vaselina). Se
aplicd cuidadosamente la solucidén del gel concentrador y
se esperd el tiempo mecesario para que polimerizara y pos

teriormente se sacd el peine.

Las placas de vidrio se colocaron en la camara para
electroforesis sosteniéndolas con unas pinzas especiales
y se agregd la solucidon amortiguadora de camara en la
parte superior e inferior de la misma (Fig. 7). Se tomd
cuidadosamente el volumen necesario para aplicar 30 ug
de proteina en las celdas formadas. El voltaje inicial
utilizado fue de 70 V. Se mantuvo durante ocho horas.

La corriente inicial fue aproximadamente de 14 miliampe-
rios y disminuyé durante el proceso hasta aproximadamen-

te cinco miliamperios.

34



k).- Tincion del Gel,

El gel se sacO cuidadosamente de las placas de vidro
con unos guantes desechables vy se colocd en un recipiente
gue contenia 300 ml de solucidon fijadora (agua:metanocl:
Acido acético 50:40:10); se agitd durante 24 horas. Pas
teriormente se colocd en otro recipiente que contenia so
lucidn de azul de coomassie al 0.1 % en solucidn fijadora
por un tiempo de dos horas. Esta solucidn fué decantada
y se agreg0d de nuevo solucion fitjadora. E1 recipiente fue
puesto en agitacidon por 30 winutos con la finalidad de de
colorar el gel. Este procedimiento se llevd a cabo varias

veces hasta que se visualizaron las bandas.

El diagrama de flujo para la elaboracion de la elec

troforesis se resume en la figura 9.

1).- Metodos Estadisticos.,.

Para comparar los tres tratamientos utilizados en
funcidon de las pruebas biométricas analizadas, se utili-
zd un analisis de varianza no paramétrica (ANOVA) de
Kruskal-Wallis y cuando se encontrd diferencia signifi¢
cativa en los limites de los tratamientos, se utilizo

el método de Newman-Keulls para comparacidon de rangos

(Zar, 1974).

m) .- Densitometria.

Se 1llevd a cabo en el Densitémetro Beckman, modelo
R-110, a una longitud de onda de 520 nandmetros. Con .lo8

hegativos de los geles previamente fotografiados.

35
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Inicio

Lavar el paquete celular tres
veces con solucidén salina iso
ténica (0.15 M).

:

Lisar los eritrocitos con sO-

lucion salina hipoténica

(0.036 M). _
k!

Centrifugar a 12 000 rpm., -

(:°C) por una hora.

T

Obtener el paquete cremoso

T

Homogeneizar la muestra |

]

Determinar proteinas
(Lowry,1951) .

Fig. 8 Diagrama de flujo para la obtencién

"de mewmbranas,



Colocar 30 jug de proteina en las

celdas del gel.

l

Voltaje constante (70 V)} por

ocho horas. -

I

Fijar el gel en Agua:Metanol:Ac.acético

(50:40:10). _
l

Teriir en' solucidn fijadora

con azul de coomassie 0.1 %.

t

[Decolorar con solucion fijadora.

l

Visualizar las bandas.

Fig. 9 Electroforesis en gel discontinuo de DSS
poliacrilamida (Laemmli, 1970).
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R E 8 U L T A D O 8

a).- Electroforesis en Teles en Placa con Poliacrilamida.

Las electroforesis se llevaron a cabo de las mues-
tras obtenidas de cada una de las ratas utilizadas en
el presentz estudio. Se pone de manifiesto que los re=
sultados son rerproducibles bajo las condiciones utilizg

en este trabajo.

La figura 10 wuestra el perfil proteico esquemati-
co de membranas de eritrocitos bumanog, en el cual se
indica la identidad de las principales bandas con sus
pesos moleculares, gue sirvidé para comparar Jos perfi-

les proteicos de las ratas testigo y con tratamiento.

La figura 11 muesira el perfil proteicc esguema-
ticer de las wmambranas de eritrocitos de humano compa-
rado con el perfil proteico esquematico de una rata nor
mal con sus pesos moleculares aparentes, mostranio las
pocas diferencias existentes (indicado con flechas). El
.perfil proteico de rata tiene mas bandas que el perfil
proteico de humano, una de las cualeées varia entre
47 ccC y 78 000 daltones de peso molecular aproximado.
Ademas, se observan dos bandas mas que tienen un peso
molecular aproximado entre 23 000 y 35 000 daltones, lo
cual nos llevdo a la posibilidad de hacer una compara -~

cibn entre éstos.

La figura 12 muestra el perfil proteico de una ra-
ta testigo (A) én cual es comparado con el perfil pro-
teico de ratas & las que se les administrd clofibrato
(B) y 20,25-diazacolesterol (C). Aqui se observa que
con el tratamients con clofibrato hubo un ligero aumen

to en una banda con peso molecular aparente de 220_050
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daltones; ademas, una disminucidén de una banda con pe-
20 molecular de 200 000 daltones, gue si se compara con
el perfil proteico de humano parece corresponder a la
banda llamada ankrina (bandas 2.1, .2.3, 2.6). Se obser
vd también la disminucidn de una banda coa peso molecu-
lar.aproximado de 78 000 daltones, que corresponderia

a la bamnda 4.1. Por Galtimo ls diswinucioén de una banda
con un peso molecular aproXimnado de 35 000 daltomes y
parece corresponder a la banda 6. Los cambios observa-
dos en las muestras obtenidas de ratas a las que se les

administro clofibrato se indican con una flecha.

El perfil proteico de animales tratados con 20,25
-D (C) se observa que no mostrd cambio alguno,en rela-
cion al testigo.

Cada perfil proteico esta represeatado ademas por
el esquema correspondiente con el fin de observar las
diferencias de cada uno, Ademas, los marcadores de pe-
50 molecular utilizados: hemoglobina (15 000), tripsina

(23 300) y ovoalbOmina (45 000 daltones).

La figura 13 muestra la derisitometria de los geles
en DSS-poliacrilauvida de membranas de eritrocitos, obte
nidas de ratas testigo (A), tratadas con clofibrato (B)
v tratadas con 20,25-D (C). Las flechas indican los cam
bios observalos en ratas tratadds con clofibrato (B),en
las bandas de pesos moleculares de 200 000, 78 000 ¥
35 000 daltones. Las variaciones entre una rata testigo
¥ una tratada con clofibrato son muy efidentes y se dis
cutiran posteriormente.

Las fotografias de la figara. ‘- 12. y 13 son resul

tados de una muestra tinic=
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PESO MOLECULAR
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Fig. 12. Perfil proteico de una rata tes?igo (A),

tratada con clofibrato (B) ¥y 20,25-D(C),

con su perfil proteico esquematicao co-

rrespondiente.
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b).- Pruebas Hematolbgicas.

1.~ Hemoglobina.

Los resultados de las determinaciones de hemoglobi
na en sangre de las ratas que recibieron los diferentes

tratamientos se indican en el cuadro 1.

Puede observarse que en las ratas tratadas con clo-
fibrato se presentd mayor dispersidn con limites de 14.2
a 22.3'g.d1'1 y en las de 20,25-D la dispersidn fue mi-
nima del 11.5 a 12.8 g.dl‘l. Cuando estos resultados se
compararon con los del testigo y entre ellos se encontrd
que el 20,25-D disminuyé significativamente con p< 0.05.
Sin embargo, el analisis estadistico indicé gque no hubo
diferencias significativas entre las ratas tratadas con

clofibrato y el testigo.

2.~ Hematocrito,

Los valores del hematocritoc de las ratas testigos

y tratadas se sefialan en el cuadro 2.

Puede observarse que en las ratas tratadas con clo
fibrato mostraron una dispersién de 44 a 51 (%) y en el
20,25-D fue de 40 a 42 al igual que en la hemoglobina
cuando gstos resultados se compararon con los del tes-
tigo, entre ellog se encontrd gue el 20,25-D fue esta-
disticamente diferente con p<0.05, cbservando una dis
minucion en este Ultimo. El analisis estadistico indicd
que no hubo diferencias significativas entre las ratas

tratadas con clofibrato y el testigo.



¢).- Pruebas Bioquimicas.

1.~ Proteinas sericas totales.

Los niveles de proteinas séricas totales correspon
dientes a las ratas que recibieron los diferentes trata

"mientos se indican en el Cuadro 3.

La dispersidon de ratas tratadas con clofibrato fue
de 5.48 a 6.69 g.dl—i, mientras que con el 20,25-D fue
de 5.91 a 6.12 g.dlni. Comparando los resultados de los
dos tratamientos con el testigo se observd que las dife
rencias encontradas no fueron estadisticamente signifi-

cativas.
2.- Colesterol.

En el cuadro 4 se indican los niveles de colesterol
que presentaron ias ratas expuestas a log diferentes tra
tamientos. La concentraciom de colesterol disminuyé sig-

nificativamente en los dos tratamientos.

Puede observarse poca dispersion en las ratas tra-

tadas con clofibrato que fué de 39.42 a 52.20 mg.dl_i,

wientras que coux el 20,25-D fué de 40.74 a 47.90 wg.d1™}

E]l analisis estadistico mostrd diferencias signifi
cativas con p< 0.05 cuando fué comparadoc el testigo con

los dos tratamientos utilizados.

3.- Glucosa.

Los niveles de glucosa de las ratas testigo y las
tratadas se presentan en el cuadro 5. Los resultados in
dican que en las ratas tratadas con clofibrato hubo una
dispersidén gue fue desde los limites de 112.29 a 226.36

.mg.dl-i, mientras que para los animales tratados con

46
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20,25-diazacolesterol la dispersion fue desde 75.5 a
164.23 mg.,dl ~. Sin embargo en los testigos fue wini

ma, de las diferencias cobservadas entre los dos trata

mientos y de &stos con el grupo testigo, éstas no fue

ron significativas cuando se sometieron a las pruebas
estadisticas.



CUADRO # 1

Analisis de varianza (no paramétrica) de la con-
centracidn de hemoglobina (g.dl-i)- Método de Kruskal-
~Wallls.

TESTIGO CLOFIBRATO 20,25-D
13.5 , 14.2 i
&8 14.2 11:5
15.0 19.6 12.4
16.0 21.0 12.5
17.2 22.3 12.8
Ry= 46 R.= 57 Ry, 2515

He= 7.9283 ;3 gl= 2 ; p<0.05

Comparacidén de rangos por el método de Newman Keuls

Rp=Rg¢ Rp#Rog. 25 R.#Ry0 25

18
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CUADRO # 2

AnAlisis de varianza (no paramétrica) del hemato-
crito (%). Método de Kruskal-Wallis.,

TESTIGO CLOFIBRATO 20,25-D

47 44 40

47 45 40

47 46 4o

4 47 43

51 51 42
R= 58.5 R = 46.5 Ryo.25° 15
He= 10.58 3 gl=2 ; p< 0.05

Comparacidén de rangos por el método de Newman-Keulls

Ryp=R¢ R1#Ro4 o5 Re#Ro4 25
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CUADRO # 3

Analisis de varianza (no paramétrica) de la concen
tracion de proteinas:séricas totales (g.dlpl). Método
de Kruskal-Wallis.

TESTIGO CLOFIBRATO 20,25-D
5.16 5.48 5.91
B.27 6.16 5.16
5.27 6.16 ¥ 6.00
6.00 £.16 6.00
6.12 6©.39 6,12
Ry= 26 R.= 58 R20‘25=36



CnAnDﬁbﬂ 4

Analisis de varianza(no paramétrica) de la concen

" tracion de colesterol (mg.dl'i). Método de Kruskal-
- TESTIGO CLOFIBRATO 20,25~-D
63.94° 39.42 40,74
©6.80 40 . 74 44 .00
73546 ‘ 46.00 44 20
75.10 52.57 k7.20
75.55 55.20 47.90
Rp= 65 R.= 28 R20,25= 27
Hc=9.55 : gl=2 ; P <£0.05

Comparacidn de rangos por el método de Newman-Keulls

Rp#Re . BpfRan oo Re=Ry0,25
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CUADRO # 5

Analisis de varianza (no paramétrica) de la concen

tracién de glucosa (mg.d]-i). Método de Kruskal-Wallis.

TESTIGO CLOFIBRATO 20,25-D
156,16 112.29 75.51
160.19 149.09 111.78
164.23 160.13 125.90
168.23 178.52 135.99
180.16 226.36 164.23

RT: 42.5 RC= 22.5 R20’25=45

Hec= 4.63 3 gl=2 : v >0.05
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DISCUSION Y CONLUSIONES

a). Electroforesis en Geles en Placa con Poliacrilamida.

Como ge mencioné anteriormente, la miotonia puede
manifestarse como un defecto de membrana generaliéhdo.
es decir, que ademas de estar alterada la membrana mus
cular también puede alterarse otro tipo de membrana en

una miotonia natural.

En el presente estudio se trata de establecer una
relacion entre el perfil profeico de membrana de eri-

trocitos ¥y la miotonia inducida farmacolégicamente.

El perfil proteico de membranas de eritrocitos de
ratas tratadas con clofibrato mostrdé el aumento de una
banda con peso molecular aparente de 220 000 que parece
corresponder a la banda 2, ademas la disminucion de una
banda con peso molecular aparente de 200 000 daltomes,
que'si se compara con el perfil proteico de eritrocitos
de humano parece corresponder a la banda llamada ankri-
na (bandas 2.1, 2.2, 2.6). Esta proteina también llama-
da sindeina se une a la espectrina en la superficie in
terna de la‘membnana} también se ha observado que puede
550ciarse con el dominio'citdplasmético de la banda 3,
la cual tiene como principal funcidém el transporte anio

nico principalmente de cloruro y bicarbonatos.

Por otro lado, se observd también la disminucion de
una banda con peso molecular aproximado de 78 000 dalto-
- mes, esta banda parece corresponder a la banda 4.1 la
cual se ha demostrado que se une fuertemente a la espec
trina y de éstﬁ forma actia reforzando la interaccién de

espectrina-actina; esAuha proteina globular y probable-
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mente se une a la mewbrana lipidica y a la glicoforina,

Por ltimo se observd la disminucidon de la banda
con un peso molecular apatrente de 35 000 daltones, la
cual parece corresponder a la banda 6 (gliceraldehido-
3-fosfato deshidrogenasa). Este polipéptido se ha loca
lizado cerca de la banda 3, preferencialmente en la su

perficie citoplasmatica de ésta.

Es posible que el clofibrato al afectar a las pro
teinas correspondientes a las bandas 2, 2.1, 2.2, 2.6,
4.1 y 6, actue ademas, directa o indirectawmente, sobre
la funcionalidad de la banda 3, va que hay referencias
donde se menciona que la principal causa de la miotonia
es una disminucior en la conductancia al ion cloeruro
(Bryant y Morales-Aguilera, 1971). la banda 3 es una
proteina integral cuya funcibon, como se ha mencionado
anteriormente, es la de tramsportar clorurc y bicarho-

nato a través de la membrana (Rothstein, 1976).

No existen antecedentes de los cembios en prote-
inas de membrana de exritrocitos descritos en este estu-
dio. Sin embargo, Niébroj-Dobosz y Kwiecinski (1983) de
terminaron el perfil proteico de membranas de misculo,
obtenidas de ratas a las que se les administro diaria-
mente una dosis de 400 mg.kg-1 por 25 dias., E1 estudio
electroforético reveld una disminucidbn de las proteinas
con un peso molecular de 200 000, 80 000 y 40 000 dalto
nes, que caen en un rango similar al observado en este

estudio en critrocitos.

Para poner en evidencia los cambios observados en
el perfil proteico de ratas testigo y tratadas, se llevo
cabho una dénsitometr{a en un aparato Beckwman, modelo
R-110 a una longitud de onda de 520 nanometros en la

cual se observan diferencias muy claras.



Cabe mencionar que las electroforesis se llevaron
‘aAcabo de las muestras obteridas de cada una de las ra-
tas utilizadas en el presente éstudio. Se pone de mani-
fiesto-due los resultados son reproducibles bajo las con
diciones utilizadas en este trabajo. Las fotografias de

.la figura 12 y 13 son resultados de una muestra tipica.

Por otro lado, los animales a los que se les admi-
nistro 20,25-D no mostraron cambio alguno. Se ha ohbser-
. vado que en la miotonia inducida por esta droga hay una
serie de glteraciones tales como aumento en la fluidez
de la membrana de eritrocitos, éste aumento pudiera es-
tar relacionado con la disminucidn del colesterol indu-
cido por el 20,25-D, pues la importancia del colesterol
es mantener la estabilidad mecanica de las membranas.
AdemAs del aumento en la fluidez se ha observado aumento
y disminucidén en algunas enzimas, distrofia miotoénica,
dano al masculo cardiacg, atrofia testicular,cambio en
el contenido de esteroles en plasma y membrana de eritro
citos (en donde disminuye el total de esterol y coleste-
rol, aumentando el desmosterol). La miotonia inducida
por el 20,25-D es poco intersa y segin algunos autores

‘{chalikian y ‘Barchi, 1982) no va acompahada por una dis-
minucion importante em la conductancia al ion cloruro.
Esto hace pensar que la miotonia inducida por esta dro-
ga es consecutiva a alteraciones generales de la estruc
tura de la membrana y no tan especifica como la que pue
de producir el clofibrato. Se ha descrito por otros au-
tores que las alteraciones pueden atribuirse a modifica
ciones en la estructura lipidica de la membrana, ya que
el 20,25-D altera significativamente log niveles de co-
lesterol, el cual esta importantemente asociado a la es
tructura de la membrana} se desconoce la funcidn del co

lesterol, pero se sabe gque mantiene la estabilidad meca



nica de la membrana y que esta directamente invelucra-

en la fluidez de la misma, como el 20,25-0 es un ana-

logo del colesterol esta droga podria actuar con mas

eficacia en la mewmbrana lipidica alterando su funcio-

nalidad.

No se observarcn cambpios en niaestro ¢estudio en

las proteliaas
giere que las
20,25-D deben
ftura lipidica

cuantitativos

determinadas por electroforesis, esto su-
alteraciones membranales inducidas por el
atribuirse a modificaciones ea la estruc-
de la membrana y no a cambios proteicos

detectados mediante esta técnica.
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b) .- Pruebas Hema:oldgicas.

No se observaron difereacias significativas con los
testigos en las muasiras de sanzre obtenidas de ratas
tratadas con clofibrato, lo que indica que esta droga non
altera - la hemoglobina ni o1 lhematacrito de los animales
tratados con ella. En cambio,los animales tratados con
20,25-diazacolesterol presentaron una disminucioén signi
ficativa de la hemoglobina y del hematocrito. No hay in
forues previos acerca de estos efectos. Es probahle que
algunos cambios en la elasticidad de la mewmbrana de los
eritrocitos producidos por el 20,25-D, hagan gque éstos
sean mMas propensos a la fragmentacidén con la formacion
de esquistocitos (fragmentos celulares) Beeson y Mcder-
mott (1971). Estas particulas son eliniaadas con facili
dad por el sistema reticuloendotelial. En ciertas coadi
ciones la mayor parte de la eritrofagocitosis parece te
ner lugar en la médula 6sea. En estados patologicos en
que el eritrocito esté afectado y su supervivencia sea
mas corta de lo norwal, el sitio de destruccida depex-
dera del tipo de dano: si éste no es de mucha importan
cia los eritrocitos serida eliminados por el bazo y si
el dafno es muy grande las células seran eliminadas por
el higado. (Davidsohn,1974).

Una menor supervivencia de los eritrocitos puede
deberse a trastornos cdngénitos o hereditarios de la
membrana o a factores extrinsecos, dentro de los ciales
se encuentran los farmacos. Por esta razon, especulamos
que la causa de la disminucion de la concentraciodon de
hemoglobina y del hematocrito producidas por el 20,25-D

sea semejante (Beeson y McDermott, 1979).



Por otro lado, diversos investigadores tales como
Butterfield y col. (1976), Butterfield y Watson (1977),
Kuhn y col. (1968), Peter y col., (1975), demostraron en
fatas>que con la administracidbn del 20,25-D se altera
la membrana de los eritrocitos al aumentar la fluidez.
Este fenbmeno observado tamhién por Butterfield y col.
(1976) en pacientes con miotonia distrofica. La posible
explicacidn dé esta alteracidu a2n dichos pacientes, es
que las diferencias de la fluidez entre vacios tipos ce
lulares se deban a diferencias en la conduccién molecu-
lar de su membrana. Estas podrian ser explicadas por
las grandes diferencias demostradas en algunas especies
moleculares tales como proteinas, lipidos (fosfolipidos,
ganglidosidor, colesterol, acidos grasos), carbohidratos
{Acido siélico e inositol) (Kuhn y col., 1968). Otra po
sible explica~idn es que en las células rojas de los pa
cientes miotdénicos esté alterada la interaccioém lipido-
proteina, lo que podria deberse a alteraciones en las
proteinas de membrana o em su organizacion. Las diferen
cias en la interaccibdn proteina-lipido y/o proteina-pro
teina podrian explicar alteraciones en la fluidez de la
membrana. Estag alteraciones en la fluidez de la mewmbra
na podrian contribuir a una disminucion de la vida me--
dia del eritrocito como se sugirié antes, razbdn por la
que podria disminuir la concentracién de hemoglobina y

hematocrito.

Otras posibilidades son: una disminucidén en la ta-
sa de produccidn de los eritrocitos o aumento en la des
truccion de los mismos, pero no existen antecedentes de
gue el 20,25-D produzca tales efectos. Sin embargo, se
conoce que ciertos productos quimicos tales como el ben
ceno, trinitrotolueno, etc., lesionan la médula dsea y

pueden alterar la produccidn de eritrocitos, por lo que
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no se descarta la posibilidad de que el farmaco que uti
lizamos (20,25-D) actue disrinuyendo la produccidn de
eritrocitos y a su vez la concentracion dg hemoglobina

'y hematocrito (Beeson y McDermott, 1971).

c¢).- Pruebas Biogquimicas.

1.- Proteinas seéricas totales.

Las proteinas plasmaticas son las gue ocupan una
posicidn central en ¢l metabolismo proteico, no sélo por
que estan presentes en casi todos los tejidos del orga-
nismo, sino tamhién porque estan intimameate relaciona-
al metabolismo proteico en el higado. En realidad nana
gran pavte de las proteinas plasmati ra:x -~odubtribuyes a
las necesidades nitrogenadas, a la defensa del organismo
contra las invasiones de microorganismos, a la repara-
cion de lesiones, a mantener el pH y el balance osmoti-
co del organismn Vv a regular las actividades y funcio--
nes celulares (Putnam, 1960). En muchas enfermedades
las proteipas del plasma pueden fluctuar como componen-
tes que son de un sistema metabolico dinamico, por lo
tanto, se puede obtener mucha informacibén de orden gene
ral mediante el estudio y determinacidon de las protei-

nas plasmaticas (Davidsohn y col., 1974).

En el presente estudio no se encontraroa diferen-
cias significativas entre los niveles de proteinas de
ratas que se mantuvieron como testigos y los de las ra-
tas a las que se les administro el clofibrato y el 20,
25-D, por lo que se puede decir que estas drogas no

afectaron el metabolismo de esas proteinas.

Powanda y col. (1976) realizaron un estudio en el
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que administraron clofibrato a ratas macho de la linea
Fischer~-Dunning, estudiaron algunas variables dentro de
las cuales se incluian las proteinas séricas, tampoco
encontraron diferencias significativas en relacidn a
los testigos, sin embargo, en este trabajo se observo
que no cambian las proteinas séricas totales, pero si
se ve aumentada la fraccidn proteica de albumina y dis-

minuida la fraccidn alfa 2 de las globulinas.
2.- Colesterol.

La mayor parte del colesterocl del cuerpo es sinte-
tizado (cerca de 1 g al dia)l mientras que s$6lo aproxi-
madamente 0.3 g son suministrados diariamente por la
dieta. E1l colesterol es eliminado por dos vias principa
les: la conversidn a acidos biliares y la excrecidn co-
mo esteroles neutros en las heces fecales. La sintesis
de las hormonas esteroideas a partir de colesterol y la
eliminacidén' de sus productos de degradacidn en la orina,
son de significacién cuantitativa muy pequena. Los teji
dos que se sabe son capaces de sintetizar colesterol in
cluyen al higado, la corteza adrenal, la piel, el intes
tino, los testiculos y la aorta. Las fracciones microso
micas del citosol son responsables de la sintesis del
colesterol (Martin D.W. y col., 1984).

Los resultados del presente estudin muestran que
la administracidén croénica del clofibrato y del 20,25-D
producen alteraciones metabdlicas tales como disminu-

cion de los niveles de colesterol en suero.

Aun cuando ambas drogas provocan un sindrome muscu
lar y disminuyen los niveles de colesterol, tiemen dife
rentes formas de accidn; con la administracién del 20,

25-diazacolestarsyl se acumula desmosternl, pero con la
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administracion de clofibrato no se observa tal acumula-

cién (Eberstein y Goodgold, 1973).

Avoy y c0l1,(1965) observaron en ratas tratadas con
clofibrate una disminucidén de colesterol hepatico Masta
de un 30 %, al igual que Powanda y ¢o0l.(1976) quienes
utilizaron 1.25 % de clofibrat> en la dieta, lo que equi
vale aproximadaments a 525 mg.kg-l. Esta concentracibn
de droga hace des:ender el colesterol hasta el nivel de

7.8 mg.d1"?

donde se utilizd una dosis de 300 mg.kg—l, el colesterol

. En cowparacioén con nuestro éexperimento,

disminuye hasta el nivel de 46.8 mg.dl-l. Paul y Adibi
en 1979 observaron la disminucién de colesterol hasta

54 mg.dl ', utilizando uma dosis igual a la que se utili
z6 en el presente estudio (300 mg.kg-ll. Con estos datos
se puede afirmar que la disminucién en los niveles de co
lesterol es proporcional a la concentracidn de clofibra-

to administrada.

Por otro lado, en las ratas aqui tratadas con 20,25-
diazacolesterol se puso en evidencia una disminucidn de
colesterol serico, al igual que lo que observaron Somme
rs y Winer (1966) y Kwiecifasky (1981) quienes ademas de
los cambios de los nmiveles de colesterol y esterol el
plasma,_también ea.ontraron modificaciones en membranas
de eritrocitos y de misculo. Ademias, Chalikian y Barchi
(1982 a) observaron la acumulacién de desmosterol y co-
lesterol en wisculo. Burns y col.en 1968, trabajando con
cabras a las que se 1 s administrd 20,25-D, observaron
reduccinfn de colesterol en plasma y eritrocitos. Furman
y Barchi (1981) observarvn la disminucién de colesterol
sarcolemal al igual que lo habian informado Peter f“col.
en 1975. ‘



Los resultados obtenidos en este estudio con 20,25
diazacolestersl y clofibrato sobre el colesterol serico
confirman los obtenides por les autores antes mencionad
dos. Ya que el proepbdsito de cuantificar el efecto sobre
el colesterol em este disefio fue el de gque esa prueba
sirviera como testigo positive de la wmetodologia se con

silara que ésta es plenamente confiable.

3.- Glucosa.

En la digesti&n la mayor parte de los carbohidra-
tos de la dieta forman glucosa y fructosa. Estas sun
absorbidas y llevadas por la vena porta al higado. Ahi
la fructosa es facilmente convertida en glucosa., El man
tenimiento de los niveles estables de glucosa en la san
gre es, de todos los mecanismos homeostaticos, uno de
los mas finamente regulados y ea &1 participan el higa-
do, los tejidos extrahepaticos y varias hormonas. La
glucosa penetra a las células por difusién simple, mien
tras que Ias células de los tejidos extrahepaticos son
relativamente impermeables y se requiere de un mecanis-
mo de transporte active en las membranas para gue la 1~

glucosa penetre (Davidshon y col., 1974).

La concentracidn de la glucosa en la sangre es un
dato importante para determinar la velocidad con la que
tanto el higado como los tejidos extrahepaticos captan

1a glucosa.

Se ha estimado que en la rata la incorpeoracidon y
la salida de la glucosa sanguinea es de 500 ug.dl-l(ng
tin D.W., 1984).

Hay varios reportes de gue dosis altas de clofibra
to disminuyen la glucemia. Powanda y col. en 1976 obser

varon una disminucion en log niveleles sanguineos de
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glucosa en ratas wacho Fischer~Dunning, a las cuales se
les proporcioné 1.25 % de clofibrato en la dieta (625-
mg.kg_i). Wilkening y col. (1978) informaron que esta
droga interfiere con el metabolismo de la glucosa en
masculo estriado. Por otra parte, Paul y Adibi (1979)
no observaron disminuciéa ds los niveles sanguineos de
glucosa con una dosis de 300 mg.kg-1 de clofibrato. Sus
resultados son confirmados por el presente -=studio, en
el que se utilizan dosis iguales y ratas de la linea
(Sprague Dawley)comﬁ_las de éllos, aunque en su caso S0

lo adminjistraron la droga durante 14 dias,

En pacientes con miotonia natural no se han infor-
mado alteraciones en la glucemia, hecho gue coincide
con el presente modelo experimental. Aparentemente, el
clofibrato no afecta el metaholismo de la glucosa en la
linea de ratas que se trabajaron a dosis menores de 300
mg.kg—l. Sin embargo,los resultados aqui encontrados,
muestran una wmayor dispersidn de los valores obtenidos
el los animales tratades con clofibrato que en los tes-
tigos ¥y caen dentro del limite de glucemia considerado
como normal, muestran una tendencia a niveles sanguineos
de glucosa menores que los de los testigos. Esto podria
explicarse si se acepta que a la dosis de 300 'mg.kg-1
de clofibrato ya empiezan a manifestarse sus efectos dis
minuyendo el glucdgeno hepatico, aumentando su degrada-
¢cion y disminunyendo su sintesis tal vomo se ha mostrado

que ocurre con las dosis mayores {Powanda -y col.,1976),

Es posible que causen anormalidades en la membra-
na del higado y alteraciones enzimaticas y esto afecta-
ria su capacidad para elaborar suficiente glucosa que

trae como concecuencia una hipoglucemia.
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Por otro lado, los animales tratados con 20,25-D
no presentaron alguna diferencia estadisticamente sig
nificativa cuando fueron -omparados con los testigos,
no se tienen antecedentes de gue animales tratados con
esta droga modifiquen el metabolismo de la glucosa de
acuerde a los resultfados podemos concluir que el 20,25
-D no altera las concentraciones de glucosa en suero
sanguineo utilizando una dosis de 50 mg.kg'l. Sin em-
bargo, los camblos que se pudieran encontrar en las ra
ias tratadas con clofibrato dependen en gran parte de

la concentracion de la dosis aaministrada.
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CONCLUSIONES GENERALES Y PRESPECTIVAS

Los animales tratados :xon clofibrato y 20,25-D mos
traron menos signos evidentes de miotonia que las
que producen drogas mas potentes como el acido-9-

antrancen-carboxilico.

El perfil proteico de la membrana de eritrocitos
obtenidas de ratas tratadas com ciofibrato mostro
la disminucion de algunas bandas de peso molecular
aparente de 220 000, 78 000 y 35 000 daltones, que
posiblemente esten directa o indirectamente relacio

nados con el transportador anidmnico.

En ratas tratadas con 20,25-D no se¢ observo cambio
alguno; no se descarta la posibilidad de gue exis-
tan cambios conformacionales o funcionales en las

proteinas, ya que mediante la técnica de electrofo

resis mo es posible determinar dichos cambios.

No se observaron cambios en la hemoglobina, hemato
crito, proteinas séricas y glucosa en animales tra
tados con clofibrato, lo cual indica que aparente-
mente no se alteran estas variables a las dosis uti
lizadas en el presente estudio. E1l colesterol si
disminuyd considerablemente, pues es8 una droga que
aétﬁa disminuyendo las concentraciones de coleste-
rol en suero, hecho que ha sido demostrado también

por otros autores.

La disminuecién observada en la hemoglobina y hemato
crito de ratas tratadas con 20,25-D. podrian ser
consecuencia de alteraciones a nivel de la membrana,
que podria dar lugar a una fragmentacidom de los eri
trocitos y €sto a su vez la disminucién de las va-

riables antes mencionadas. Ademas, aparentemente no
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modifican el metabolismo de las proteinas seéricas y glu
cosa, s8Sin embargo, la disminucion de colesterol fue evi
dente ya que es una droga hipocolesterolemiante, hecho

confirmado también por otros autores.

El presente estudio abre las puertas para investi
gar alteraciones gue no es posible detectar mediante
electroforesis, ya que solamente pone en evidencia cam
bigs cualitativos ¢ cuantitativos en el perfil protei-
co. Se planea deterwminar la funcionalidad de 1la banda
3, midiendo la conductancia al ion cloruro, wmarcaandolo
radiactivamente, para relacionar los cambios en las
proteinas vecinas a la banda 3, con posibles cambios
en la conductancia al ion cloruro., Ademas es posible
conocer, si los cambios encontrados en el presente es-
tudio son reversiblds, pues se ha demostrado que al eli
minar la administiracion de la droga, los sintomas desa~-
parecen gradualmente. Ademas, se podrian demostrar alte
raciones en la morfologia de la membrana de eritrocitos
obtenidas de ratas tratadas con drogas mictonizantes,
mediante fotografias en barryido. Por 01ltimo, ya que el
clofibrato es una droga utilizada actualmente en pacien
tes, para diswminuir los niveles de colesterol, seria de
gran interés conocer si las alteraciomes observadas en
el presente estudio, también se manifiestan em pacien-

tes a@a los cuales se administra esta droga.
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