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1, RESUMEN

Existen factores presentes en el mlsculo esquelético que
influyen en la sobrevivencia y crecimiente de la meotoneurona
inferior in vivo ¢ in vitro (1), se¢ ha propuesto gue diches
factores derivados del miisculo pueden estar relacionades con

la patogenesis de algunas enfermedades de motoneurona.

Por medio de la técnica inmunoldgica conocida como wes-—
ternblot y usando como antigeno proteinas de misculo esguelé-
tico en varios estadios de desarrollo e inervacion se estudia=~
ron las diferencias protelicas del misculo adulto normal, denex
vado y fetal, demostrando la existencia de anticuerpos contra
proteinas del mfisculo esqueldtico fetal en suero de pacientes
con la enfermedad neuromuscular Esclerosis Lateral Amiotrdfica

{ELA} .

Los extractos de miisculo esquelético adulto normal, dener
vado ¥ fetal {20 dias de gestacién) de rata fueron fraccionades
en geles de poliacrilamida y dodecil sulfato de sodio (SDS) al
10% colocando un estandar de pesos moleculares. Posterior a la
electroforesis las proteinas fueron transferidas electroforeti-
camente a membranas de nitrocelulousa, haciendolas reaccionar

con 30 sueros de pacientes con ELA y 30 controles,

Los resultades obteniros con el misculo adulto normal y
denervado mostraron una reactividad escasa en los sueros de ELA
similar a la encontrada con los sueros controles. 3in embargoe
se observaron bandas reactivas cinco veces mis frecuentemen-
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te en sueros de ELA que en controles cuando el inmuncblot fué
hecho con extractos de proteina de misculo fetal, Dicha reaccidn
se realizd con proteinas de diferente peso molecular en un rango

de 42-92 Kd.

Esta reaccidén nos indica un reconocimiento antigeno-anti-
cuerpo pero no se puede determinar si éste anticuerpo represen-
ta importancia patogénica primaria o una respuesta secundaria a

la destruccifn neuromuscular.
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2, INTRODUCCION

El mfisculo esquelético estd formado por células multinu-
cleadas cilindricas agrupadas estrechamente en haces paralelos
o fascfculos reunidos por tejido conectivo formando una sola
unidad anatémica y funcional. El didmetro de las fibras muscu-
lares depende de diversos factores como son: la edad, el inten
so ejercicio etc. En el adulto hay hipertrofia compensadora de
fibras individuales que tienen lugar cuando se cfectila trabajo
fisico intenso por largo tiempo. A la inversa la falta de ejer
¢icio tiene por consecuencia atrofia de fibras musculares con

disminucidn de su difmetro.

Las fibras musculares se dividen en miofibrillas, que
exhiben un repetido bandeco obscuro y clarc igual al de la mio-
fibrilla adyacente formando el tipico patrdn estriado de la fi
bra muscular. La banda obscura es anisotrdpica sobre el microg
copio de luz polarizada y es llamada banda A. La banda clara
es lsotrdpica y es 1llamada banda I, estd dividida por la linea
%Z. En el centro de cada banda A ests una zona pdlida denomina-
da banda H que es atravesada por la linea M (figura No. 1}.
Las miofibrillas estdn formadas por unidades menores llamadas
miofilamentos finos y gruesos consvituidos por dos proteinas di

ferentes, actina y miosina respectivamente (2).
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Figura Ne. 1

Toda fibra muscular es inervada por la rama terminal de
un axén motor, en &sta unidad neuromuscular estd involucrada

solo el 0.2% de la superficie de la fibra muscular.

El sitio de contacto de las terminaciones del nervio mo-
tor y la superficie de la fibra muscular son especializadas: el
nervio para sintetizar, liberar y guardar el neurotransmisor
acetilcolina (Ach) y el mGsculo para responder a la liberacién
de Ach y producir un cambic local en el flujo de iones a través

de la membrana.

En el sitio de contacto, el axin y sus recubrimientos for
man un promotorio pequefic y aplanado en la superficie de la fi-
bra llamada placa motora terminal, donde la rama axfnica llega
al montfculo, desaparece su vaina de miclina pero perduran las
células de Schwann gue lo cubren en forma de techo continuo.
Cerca de su terminacién el ax6n de nuevo se ramifica repetidas
veces y forma diversas terminaciones axSnicas cortas, agrupadas

sobre la parte central del monticulo (figura No. 2),

Las terminaciones axdnicas se encuentran en depresiones
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recubiertas de sarcolema, donde la superficie desnuda del axdn
estd separada del sarcolema por una hendidura de 20 a 60 nm de
ancho, conpocida como hendidura gindptica. E1l drea de la depre-
5i6n aumenta notablemente al disponerse en pliegues invagina-

dos en el sarcolema (3).

La hendidura sindptica posee la ehzima acetilcolinestera
sa, necesaria para inactivar la acetilcolina, el neurotransmi-

sor liberado justamente en la placa motora terminal.

Cuando la Ach se une a los sitios receptores, instant.&-
neamente aumenta la permeabilidad del sarcolema en la regiiin
de la placa terminal permitiendo la entrada de iones sodio al

sarcoplasma y la salida de iones potasio {2,3).

Figura No. 2

§) aficleo de células de Shwann, H) nficleo de fibroblasto EP)- nfi
cleo de fibra muscular localizado en placa terminal, M) nficleo

de fibra muscular.



2.1 DENERVACION DEL MUSCULQO

Cuando un miiscelo es denervado, la porcifn distal mantiene
su excitabilidad hasta gue el cilindrocje es dividide en frag-
mentos {después de 48 a 73 hrs). Aungue el miisculo no pueda par-
ticipar en ese momento en la actividad del sistema nervioso cen-
tral, la regién de la placa motora terminal retiene suexcitabi-
lidad eléctrica de 5 a 10 dias después de la degeneracidn de la
porcidn distal del nervio motor. Esto es durante el periddo en
que los {iltimos fragmentes del cilindroeje en la placa motora
terminal desaparecen. La excitabilidad de esta regi6én disminuye
en relacién al resto de las fibras musculares; por el contrario,
la excitabilidad a la Ach se incrementa, este incremento se ini-
cia en lugares cercanos a la placa terminal degenerada, se ex-
tiende a lo largo de la membrana de la fibra muscular y en po-
cos dfas toda la fibra muscular se involucra (2,3). Antiguamen-
te se pensaba gue el incremento de sensibilidad a la Ach era la
causa de las fasciculaciones espontineas caracteristicas del
msculo denervado. Sin embargo se ha demostrado gue tales po-
tenciales de fibrilacidén solamente existen en la placa terminal

{(3).

En el mfsculo denervado se presentan m@ltiples cambios mor-
foldgicos como la pérdida del volfimen total de la fibra, de masa
mitocondrial proporcional a la reduccidn del tamafio de la fibra,
su superficie se torna irregular y exhibe pequenas proyecciones

papilares (3).
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La denervacifn del méseulo ¢s sequida por el crecimiente
axgnal de fibras nerviosas que se encucatran cerca del misculo
denervado y de esta manera se reinerva y recupera su funciona-
1idad (figura No. 3). El crecimiento puede ocurrir de uno u
otro nodo de Ranvier a lo largo del ax6n, crecimiento colate~

ral o terminal (4).

Existen hipbtesis para explicar el nueve crecimiento a
partir de axones motores intactos hacia mlisculos parcialmente
denervados. Estudiog recientes senalan gue la fibra del mfiscu~
lo denervado elabora un agente prometor del crecimiento. Diver-
sas evidencias apoyan esta hipdtesis concluyendo que las termi-
naciones nerviosas reciben estimulacién directa del mdsculo de-
nervado restaurando nuevamente su inervacidén y asi llegar a ser
un misculo nuevamente normal (5,61.
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2.2 MUSCULO FETAL

En etapas tempranas del desarrollio embiomaric, las células
blisticas predeccsoras del las motoneuronas proliferan y se lo-
calizan en la regidn de las astas anteriores en la médula espi-
nal. Inicialmente hay exceso dc motoneuronas de las cuales solo
una parte sobrevive. El ¢recimiente axonal se inicia en las mo-
toneuronas y de alguna manera es dirigide hacia el misculo blan-
co. Se ha propuesto gue durante este perifdo la sobrevida, di-
ferenciacién y crecimiento de axones de motoneuronas depende de

factores producidos por el miisculo {16).

Cuando el ax6én llega al miisculo se adhiere a nste debido a
la interacciGn de membrana a membrana o a la avidez del ax6n pa-
ra liberar o recibir alglin factor de la célula muscular. EL ax6n

se fija e induce diferenciacifn subsindptica.

El resultado es la formacién de una membrana postsinfptica
especializada en una estructura altamente plegable donde se lo-

calizan los receptores de acetilcolina y colinesterasa.

Otros axones ramificados se unen a la nueva placa terminal
surgiendo una doble o mlltiple inervacidn; estos axones compi-
ten y solo uno sobrevive. Las motoncuronas que nc han realizado
cone.ioues periféiicas con células musculares degeneran y se

eliminan,

De algfin modo la sobrevivencia de moteneuronas depende de
la inervacibn periférica. La célula muscular inervada sufre di-
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versos cambios a large plazo como decremento de receptores de
acetilcolina, ascenso en el potencial de membrana en reposo y
un gran nimero de modificaciones bioquimicas y fisioldgicas.
Las conexiones pueden ser constantemente renovadas por cre-

cimiento contfnuo y reorganizacifn del nervio terminal [(16).



2.3 ESCLEROSLS LATERAL AMIOTROFICA
La Escleresis Lateral MmiotrSfica (ELA) fud descrita pox
vez primera en 1869 por Charcot y Joffroy. BEs una enfermedad
crénica de etiologia desconoeida, caracterizada por una pro-
gresiva y fatal atrofia de la musculatura esqueldtica, debido
principalmente a la degeneracidn de las neuronas motoras de
las astas anteriores de la médula espinal y el tallo encefd-

lico y en menor grade de la corteza cercbral,

Manifestaciones clinicas (18,19}

Atrofia muscular.- En la mayoria de los cases (84%) comienza

en la parte distal de los miembros superiores y progresivamen-—
te asciende afectando la eminencia tenar, antebrazo, cintura
escapular, deltoides y misculo supra ¢ infraespinoso. La pro-
gresién centripeta de debilidad y atrofia es el cursc usual
aunque no invariable, pudiendec comenzar en el antebrazo o en
la cintura escapular, la atrofia resulta gragualmente mis se=
vera; en muchos pacientes la amictrofia comienza unilateral-
mente pero resulta mis o menos rapida bilateral y simétrica

(figura No, 4).

Fasciculacjiones.- Bs un signo temprano que puede preceder a la
atrofia y debilidad muscular, pudiendo afectar a misculos que
parecen sanos, la exposicifn al frio, percusidn, comprensidn

o estimulacidn eléctrica pueden hacerlas aparentes.
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- sfindrome piramidal.- La caracteristica mis importante de la
amiotrofia es que estd acompanada por signos de lesidn de la
via piramidal, los reflejos miotdticos estdn aumentados, pre-

sentdndose clonus patelar y aquileo.

- Sindrome bulbar.- Algunos pacientes con ELA sufren dano en
las neuronas motoras bulbares inferiores, hay casos en los que
estd asociado con atrofia éptica, sordera y trastornos cerebe-
losos, Los trastornos del habla son comunes, hay dificultad pa-
ra la fonacién, disfagia, pérdida del reflejo nauseoso y exis-
ten a menudo fasciculaciones de los mlsculos de la lengua. Fre-
cuentemente las atrofias musculares son visibles, la lengua es
flécida e inmbvi}, el esternocleidomastoideo y ¢l trapesio se
encuentran atrdficos, los mfisculos viscerales son afectados por
atrofia del nGcleo vagal, la motilidad esofigica estd disminui=-
da, se han reportado anormalidades cardiacas, Van Bogaert (1925}
en sus estudios histoldgices notd alta incidencia de afeccidn

de los niicleos vestibulares.

- Pormas raras e inconstantes asociadas a ELA.

Trastornos sensoriales: Son raros, sin embargo espasmos muscu-
lares gque soh parte del trastorno muscular ocasionalmente pro=-

ducen sensacibén de gquemadura punzante.

Trastornos vasomotores, secretorios y trdficos; existe aumento

en la sudoracifn, secrecidn salival, seblcea, puede haber modi-
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ficaciones en la circulacién periférica de las extremidades con

aspecto ciandtico.

Trastornos cutineos: se presentan anormalidades morfolbgicas
del tejlido conective en la dermis con cambios degeneratives en

la colégena y las fibras eldsticas.

Trastornos psiquicos: Plerre Marie ha comentado la tendencia de

algunos pacientes a cambios emocionales espontineos con llanto.

La distribucidn de la ELA parece ser similar en todo el
mundo, sin embargo en algunas &drcas es endémica, particularmen-
te la ELA gque afecta a los habitantes del grupo @tnico Chamorro
en lag islas de Guam y otras del grupo Mariana, la poblacidn na
tiva de las islas del Pacifico oceste y de la peninsula Kii en

Japdn.

La tasa de frecuencia anual en el resto del mundo varia
de 0.4 a 1.8 por 100,000 habitantes. El promedio por sexoc es ma
yor en hombres en proporcidn 1.5 o 1.6, es una enfermedad predg
minante de la edad adnlta con una edad promedio de inicio entre
los 50 y 60 afios, La duracifn promedio del padecimiento hasta
la muerte es de 3 a 4 aflos, aunque algunos autores reportan du-

racidn promedio de 2.5 afios (18,20).
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La etiologfa es desconocida, se han propuesto diferentes
hipStesis que tratan de explicar la patogénesis como son: vira-

les, hormonales, tOxicas, genéticas e inmunoldgicas (12).

Varios estudios han reportado anticuerpos similares a va-
lores control para herpes simples, sarampibn coxsackie y arbovi
rus. No s& ha confirmado por aislamiento viral positivo particy
las semejantes a virus reportados en algunos pacientes. Han si-
do negativos Los estudios de transmisidén en primates ho humanos,
utilizande mGltiples especimenes de tejidos de pacientes de Guam

y con el tipo esporddico de ELA.

El reconocimiento de enfermedades neuroldgicas prograsi-
vas causadas por infecciones virales persistentes asociadas a de
generacisn selectiva de neuronas como la poliomielitis sugiere
la posibilidad que la ELA pueda ser causada por una infeccidn

cronica por poliovirus o ua virus semejante.

La pérdida de unidades motoras y anormalidades electromip
grificas han sido demostradas electrofisiol&gicamente en humanos
despu€s de los 60 anos de edad, se ha postuladec que la pérdida
de neuronas motoras en la ELA pudiera representar un fen&meno
relacionado con una deficiencia de una hormona neurotréfica ela
borada por el mfisculo gque estimula las c&lulas del cuerno ante-

rior en su funcidn por medic de un trastorno axonal retrégado.
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Muchos reportes han sugerido la posibilidad de funcibn
anormal de neurctransmisores. Nogata y colaboraderes notaron
disminufdos los sitios de receptores muscarinicos enn fog cuer=-
nos ventrales de la médula espinal. Whitehouse y colaboradores
encontraron una reduccién considerable en ¢l niimero de recepto
res en &reas de pérdida de neuronas motoras. Zugler ¥ asocia-
dos observaron niveles reducidos de GABA en Liguido Cefalora-
gquideo (LCR} y niveles aumentades de norepinetfrina en LCR y

plasma de pacientes con ELA postulando que esos cambios proba=-

blemente afectan la neurotransmisidn espinal (20).

La ELA ha sido motivo de varias investigaciones gue han
tratado de explicar su etiologia =in embargo ninguna ha podido

demostrarla.

Se han utilizado varios tratamientos incluyendo vitami-
nas E, D y Bl2, penincilamida y otros agentes guelantes, ami-
tiptilina, L-Dopa, extracto pancredtico, agentes antivirales,
amantadina, isoprinosine, idoxiuridina, guanidina, neurotoxi-
nas modificadas, factor de transferencia, interferdén, leciti-
na, testosterona, naloxrona, plamaferesis, etc, La hormona li-
beradora de tirotropina ha sido utilizada y ha mostrado que
produce mejorfa transitoria en las funciones de las neuronas
motoras superior e inferior en cerca del 50% cuando se admi~
nistra en dosis progresiva por infusién intraven05§ de 1 as
horas, o solo una dosis intratecal; el mecanismo exacto es deg

conocido, sin embargo Keiji Imoto fracasd para demostrar la
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efectividad terapButica de csta hormona aunque reficre que es-
tudios clinicos por mayor tiempo o la administracidn de dosis

mayores pudiera estar justificada.

Por otro lado, la administracidn de alfa interferén intra-
tecal, a dosis de un millén de unidades semanales no mostrd me-
joria. Actualmente se utiliza el DN-1417, un and8logo de la hor-
mona liberadora de tirotropina, que tiene menos actividad endo-
¢rina pero mids efectc estimulante en las células de los cuernos
anteriores, sin embargo, 2 mg intramuscular des veces al dia por
un mes no produjo mejoria objetiva de la fuerza muscular en 9

pacientes (19,21,22,23).

Figura No. 4 L..15



2.4 WESTERNBLOT

El Westernblot o Inmunoblot es una técnica inmunoldgica
relativamente nueva, en 1977 Southern reportd el uso de la co-~
rriente eléctrica para la transferencia de DNA y fué& dada a co
nocer cuando Towbin en 1979 publicd la transferencia de protef

nas a membranas de nitrocelulosa (10).

El inmuncblot se fundamenta en el reconocimiento de anti
genes transferidos a nitrocelulosa por anticuerpes especificos
identificados por un segundo anticuerpo dirigido contra el pri

mero y marcado con enzimas {figura No. 5).

Posee una sensibilidad muy alta, pueden ser detectados
anticuerpos en bajos titulos, en un tiempo relativamente corto
(93,10,

WESTERN BLOT

"202 Reaccion Colorida

4————— Avidina-Peroxidasa '

SA-HRP
2° Anticuerpo

\\J
Marcado

e
L\\\ ler. Anticuerpo

=  Antigeno

K\\\——————~ Nitrocelulosa

Figura No. 5
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El westernblot consiste en: a) clectroforé&sis vertical, b}

electrotransferencia, ¢) inmunodeteccidn.

La electroforfsis vertical se recaliza en geles discontinuos
de poliacrilamida y dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE), consis-
te de un gel inferior de mayor longitud y concentracidn conocido
como gel separador y un superior o concentrador. Bl SDS es un
detergente anidnico que desnaturaliza a la proteina y le confie-
re una carga negativa, la migracién no solo esti determinada por
el campo eléctrico, sino también por el peso molecular de la pro-

teina.

Generalmente se coloca un marcador de pesos moleculares
conocidos, en los corrimientos electroforéticos para poder cal-
cular el peso molecular de las proteinas sometidas a electrofo-
résisg, terminada ésta se transfieren electroforeticamente las
proteinas de los geles a membranas de nitrocelulosa. Después de
la electrotransferencia se obtienen en la membrana de nitroce-
lulosa las proteinas fraccionadas que serdn incubadas y expues—
tas con el primero y el segundo anticuerpo, finalmente se reve-
la la reaccidn colorimétricamente con 4-1 cloronaftol o diamino-
benzidina. Si existen anticuerpos gue reconozcan algunas pro-
teinas gque se cncuentran en la membrana se obliensn bandas reaec-

- tivas (figura No. 6)(8,10).
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Figura No. 6
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3. OBJETIVO

- Comparar el patrdn de bandec de proteinas liberadas por mis-
culo esguelético denervado, adulto normal y fetal por elec-

troforésis vertical en geles de poliacrilamigda.

- Estudiar la posible presencia de alg(in anticuerpo contra pro
teinas musculares en el suerc de pacientes con Esclerosis La

teral Amiotr&fica (ELA).
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4. HIPOTESIS

El misculo esguelético sintetiza un grupo de peptidos y
proteinas denominados factores troficos que influyen en el
proceso de inervacién denervacién, la cantidad de sintesis

difiere dependiendo del estado de desarrcllo & inervacién.

Probablemente en los pacientes con Esclerosis Lateral
Amiotrofica (ELA) exista alglin agente inhibitorio vontra di-
chas proteinas evitando la reinervacibn, originando dener-

vacién progresiva.
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5. MATERIAL Y METODO

5.1 Obtencidn del miisculo

El mfiscule denervado se obtuve seccionando transversal-
mente la médula espinal a nivel lumbar a cince ratas,
quince dias después de la lesidn se sacrificaron y se

extrajeron los misculos de los miembros posteriores.

El miisculo normal se extrajo de los miembros posterio-

res de una rata adulta.

El mi@sculo fetal se obtuve de las extremidades posterlo

res de fetos de rataa los 20 dias de gestacidn,
Preparacibén del extracto

Los mfisculos fueron homogenizados y sonicados en solu-
ci6én salina sobre hielo 3 veces en un total de 10 ming
tos. Después se centrifugd a 15,000 rpm a 4°C durante

30 minutos y se colectd el sobrenadante. La determina-
cifn de proteinas del extracto se hizo segfin el método

de Lowry et al. (1915), usando albumina de suero bovi-

- no {ASB) como estandar (7).
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Obtencidén de sueros

Se obtuvo suero de 30 pacientes con Esclerosis Lateral
Amjotrofica (ELA) 16 hombres y 14 mujeres con una edad
promedio de 48 afios y un tiempo de evolucidn de la en-
fermedad de 2.5 afios. Adicionalmente, 30 sueros fueron
usados como control, 10 provenian de pacientes con Mias
tenia Gravig, 10 de pacientes con Neuropatia diab&tica
Yy 10 sujetos sanos, 16 mujeres y 14 hombres. El suero

fug congelado a -40°C hasta su uso.
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5.4 WESTERNBLOT

a) Electroforésis vertical

Las proteinas fueron fraccionadas en geles discontinuos de
poliacrilamida que consiste de un gel inferior de mayor longitud
y concentracién, conocida como gel separador y un gel superior
de menor longitud y concentracidn conocido como gel concentra-

dor (8).

El extracto muscular (antigeno) fue mezclado volmen a vo-
ldmen con el buffer de la muestra (0.08 mM Tris-HCL pH 6.8, 0.1 M
mercaptoetanol, 1% SDS 1% glicerol ¥y 0.2% de azul de bromofencl)

la mezcla fué calentada a 100°C por 3 minutos.

Se usaron geles de 16 ¢m de largo por 15 cm de ancho ¥ 1.5
mm de grosor conteniendo 10% de poliacrilamida y 1% de 5DS. Se
realizé en el Protean 1I vertical cell {Bio-Rad} en bufferes dig
continuos de SDS de acuerdo a Laemli (1970) a 8°C. Se¢ aplicaron
JO0mA de corriente para el gel superior y 35 mA para el gel infe-
rior durante 5 hrs, con un agitador magnético para asegurar la

continua mezcla de buffer.

Terminada la electroforesis, una parte del gel fud tenido
con azul de comasie R-=250 y el resto fué transferido a membranas
de nitrocelulesa. El peso molecular ds las proteinas fud deter-

minado tomande en cuenta la migracidn de las proteinas estandar.
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b} Electrotransferencia

El extracto protdico previamente fraccionado por electro-
foresis en geles de poliacrilamida al 10% fud transferido a mem-
branas de nitrocelulosa (MNC) como el descrito por Towbin et al.

(1579} (10).

Los geles y las membranas de nityocelulesza (0.045 m tamaiio
del poro} fueron preequilibrados en buffer de transfecencio (25
mi Tris-HCY1 pH 8.5 192 mM de glicina, 20% v/v de metanol, pH 8.3)
por 20 minutos para eliminar parcialmente el $SDS en el caso del

gel.

£1 antigeno fué transferido a la MNC de la siquiente mane-
ra: se colocaron dos hojas de papel filtro {whatman Ho. 4} sobre
un cojinete o esponja que a su vez se¢ montaron en el marceo de
la camara de electrotransferencia (transblot cell Bio-Rad) el
papel filtro fué humedecido con huffer de transfercncia. Se co-
locd el gel sobre el papel filtro y se agregaron 20 ml del mis-
mo buffer, sobre el gel fué colocada cuidadosamente la membrana
de nitrocelulosa evitando la formacién de burbujas. Sobre la
MNC se colocaron deos hojas de papel filtro humedecidas, la otra
fibra o esponja y el segundo marco de pldstico. Bl conjunto fué
introducido verticalmente en la camara de electrotransferencia,
se llend con buffer de transferencia gquedande el polo pesitivo
del lado de la MNC y el negativo del lado del gel se aplicd una
corriente continua de 1 A por 1 hr. (9,10). Terminada l; elec-
trotransferencia la MNC se recortd en carriles de 0.5 cm de
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ancho, para comprobar la transferencia de protefinas, dos tiras
se tifieron con amido black 6.1%, en 453% de metanol y 10% de
Hcido acético 2 minutos y se destiberon con metanol al 20% y

dcido acético al 1%.

¢} Inmunodeteccién

Después de la transferencia de proteinas, las membranas
de nitrocelulosa (MNC) se incubaron en albfimina de suero bovi-~
no {ASB) al 3% a 4°C una noche para bloquear los sitios libres

en el papel.

La nitroceluleosa fu@ lavada 4 veces con agitacidén lenta

durante periddos de cinco minutos con buffer de fosfates (PBS)

‘tween al 0.1%, Se incubd con los sueros de pacientes con ELR en

dilucidn 1:30 en PBS toda la noche a temperatura ambiente. Se
lavaron nuevamente y se incubd con el segundo anticuerpo marca
do, proteina A biotinada diluida 1:400 en PBS tween 0.1% 1 hr.

con agitacion lenta a temperatura ambiente (11).

Posteriormente se incubaron con streptoavidin perozidasa
diluida 1:400 en PBS tween 0.1% por 30 minutos con agitacidn
lenta, se lavaron 3 veces por 5 minutos con PBS. Finalmente ge
incubaron de 2 a 5 minutos en una solucifn gue contenia 25 mqg.
de diaminobenzidina, 50 ml de PBS y 150 pl de Hy0, al 3% (fi-
gura No. 7). Esta solucidn debe prepararse segundos antes de
usarse. Al término de la reaccibn las MNC se lavaron en agua

destilada, se secaron y se guardaron protegiéndolas de la luz.
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6. RESULTADOS

En la separacidn electroforética son visibles diferentes

bandas para cada extracto de misculo esquelético.

En el misculo fetal se observaron bandas en un rango de
peso molecular de 30 a 100 Kd. En contraste, en el misculo adul
to normal y denervado se observan en un rango mis amplio de 14

a 100 Kad {figura No. B).

Cuando se incubaron las proteinas del extracto de mfisculo
adulto normal y denervado con los sueros de ELA y 1os controles
no se observaron linecas reactivas. Ocacionalmente mostraban al-
gunas bandas, sin embargo estas bandas fueron similarmente ob-

servadas en sueros controles y de BLA (figura Fo. 10}.

En contraste, cuando se incubd el suero de pacientes con
ELA con extracto de proteina de miisculo fetal de rata se obser-
varon miltiples bandas, mientras gue los sueros controles pre-
sentaban ocasionalmente algunas bandas (figura No. 18}. Las
bandas observadas con el suero de ELA se ubicaban a diferente
peso molecular que variaba de 42 a 95 Kd, no reacciond una pro-

teina en comfin para la mayoria de los sueros de ELA.

De los 30 sueros de pacientes con ELA, 26 de ellos (87%)
reaccionaron con proteinas de extracto de miisculo fetal; un to-
tal de 72 bandas fueron claramente definidas {(tabla No. 1) con

un promedio de 2.4 bandas por pacientes. Cuatro sueros (13%) ‘de

-



pacientes con ELA no reaccionaron (tabla No. 2)}. De los 30 sue-
ros control, se identificaron un total de 15 bandas, un prome-

dio de 0.5 bandas por sujeto {tabla No. 3}. Se observé una pro-
teina de 66 Kd tanto en los suerces de ELA y controles, esta ban

da fuf eliminada del conteo.
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g e o

- Figura No. 8
ﬁlectroforcsis en geles de poliacrilamida SDS al 10% tefiido con
azul de comasie R-250 de proteinas de misculo esquelético ani-
mal. 1) marcador de pesos meleculares en Kilodaltons 2) milsculo

normal 3} misculo denervado 4) misculo fetal.
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TABLA No. 1

Nfimero de bandas reactivas

Extracto Suerc
de
misculo ELA Controles
Denervado 15 -
Normal 34 1
retal 72 15
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Nfimero de bandas por paciente

Tabla No. 2

con sueras de

ELA

No. de | Extracto de wusculo de rata
paciente [ e rvado Normal | Fetal

1 - 2 2

2 - 2 2

3 1 2 2

4 - 1 k)

5 1 4 1

6 [3 1 1

7 - 3 4

8 - 1 2

9 - 5 3
10 ~ - 6
11 - 1 i
12 - - 3
13 - - 2
14 - - 5
15 -~ - -
16 - - 2
17 - - 3
18 3 3 -
19 3 4 3
20 1 -~ 1
21 - - 2
22 - - 2
23 - - -
24 - 2 2
23 - 1 4
26 - 2 2
27 ~ - 3
28 - - 2
29 - -~ 4
30 ~ ~ -

TOTAL 15 34 72




Table Na. 3

Nbmero de bandas por individuo

con sueros control

No. de |Extracto de misculo de rata

Individuo [ penervado

Norme).

Fetal

1

30

TOTAL

1

15

*Sujetos sanos 1-10, pacientes

con miastenia gravis 11-20,pa-

cientes con Neuropatia diabeti-

ca 21-30.
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7. DISCUSION

En la separacidén electroforética de las proteinas de los
extractos de milsculo esquelBtico encontramos diferencias en el
bandeo de miscule fetal compar&ndolo con el dencrvado y normal.
Esto demuestra que existen proteinas en el misculo esqueléti~
co fetal gue no se encuentran en ol misculo normal ni en el
denervado, probablemente dichas proteinas estén involucradas

en el proceso de invervacifn-denervacidn.

El miisculo esquel&tico estd continuamente inervdndose y de~
nervindose, este proceso de inervacidn-dencrvacidn es comin en
misculos gue inician movimiento como e@s cl caso del misculo fe-
tal y mlisculos gue aumentan de vollmen debide a la intensa ac-
tividad por ejercicio. Por el contrario, en otras circunstancias
los miisculos se atrofian o denervan debido a alguna enfermedad

neuromuscular, asi como a la falta de actividad o movimiento.

Existen evidencias apoyando que los factores liberados por
el mGsculo esquelético estimul;n el crecimientos y sobreviven-
cia de motoneuronas (12). El anflisis de factores neurotrificos
especificos para el sistema mctor han sido provados en cultivos
de tejidos. Se ha visto que la adicidn del mlsculo esquelético
a cultivos de coraddn espinal, aumenta el tiempo de sobreviven-
cia de neuronas, promusven el crecimiento de neuritas e incre-

mentan la actividad de la celina y acetiltransferasa {13).

Proteinas liberadas del msculc esguelético humano, de ra-
ta y ternera tienen efectos similares en la sobrevivencia neu-
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ronal, crecimiento neurfitico y aumento de sintesis de acetilco-

lina (14).

Dichos efectos son especificos del misculo esqueldtico, se
han probade extractos de otros tejidoes incluyendo misculo car-
didco, cerebro, higado, bazo y rifndn, no tienern cfectos sobre
procesos de crecimiento o densidad de células de astas ventra-
les. Esto demuestra la complejidad de factores neurotréfices

que estin presentes en el mfisculo esquelético {14).

De este grupo de factores tr6ficos unicamente se a identi-
ficado el factor de crecimiento neural (FCN) del resto se sabe

de su existencia y su probable relacién con la inervacién.

Los factores trdéficos que influyen en la sobrevivencia y
crecimiento de motoneurona, son liberados continuamente para
estimular el axén motor y renervar los misculos que se dener-
van o aumentan de volGmen. Quizd dichos factores pueden estar
relacionados con la patogénesis de la Esclerosis Lateral Amio-

trofica (ELA).

Los pacientes con ELA sufren atrofia de la musculatura
esquelética debido a la denervacién constante. Si existe de-
nervacidn,por qué no sucede una subsccuente renervacidén? esta

pregunta se ha formulado varias veces sin encontrar respuesta.
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Han sido postuladas varias hipdtesis y realizado varlos
trabajos sin encontrar ningiin argumento que explique la etiole
gia de dicha enfermedad. Recientemente Gurney y colaboradores
propusieron una nueva hipdtesis sobre el mecanismo ctiopatogé-
nico de ELA; la posible presencia de un factor inmune que in-
hibe el brote axonal y la subsccuente reinervacidn del misculo

esquelético (30} . Aunque estos resultados no han sido comproba

dos por otros autores, la idea amerita nuevas investigaciones
para un desorden gue ha sido resistente por varios afos a la

identificacidn de su mecanismo etiopatog@nico.

En nuestro estudio al hacer reaccionar los sueros de pa-
cientes con ELA con las proteinas fraccicnadas de misculo es-
quelético normal y denervado no hubo reaccidn, estos resulta-
dos confirman estudios previos (l). En contraste con las pro-
teinas de miisculo fetal en las que hubo intensa reaccién cinco
veces mds frecuente que c¢n los sueros controles (sujetos sanos,
pacientes con miastenia gravis y diabd@ticos con neuropatia crd
nica ), la reaccidn fué con varias proteinas de diferente peso
molecular, La reacclén observada en los inmunoblot (bandas o
lineas} nos indica que hubo un reconocimiento antigeno-anti-
cuerpo. La presencia de anticuerpos (Ac} contra proteinas de
mscule fetal no es facilmente explicada como un proceso de pro
duccién secundaria de autoanticuerpos debido a la destruccifn
del miisculeo gue toma lugar constantemente en los pacientes con
ELA después de la denervacidn (31), en tal caso los anticuer-

pos podrian ser dirigidos a antigenos presentes en misculo de-
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tidad de anticuerpos en pacientes con ELA contra proteinas pro~

sentes solamente en misculo fetal que no encontramos en miis-

culo adulto o denervado.

El hallazgo de anticuerpos en el suero de pacientes que
reacciona con varias proteinas de miisculo fetal y no con una
sola es confundible y fundamenta un simple mecanismoe patogéni-

co involucrade en la preduccidn de estes anticuerpos,

Nuestros resultados parecen estar mds velacionados a una
respuesta immune humcral contra un grupo de proteinas transito-
rias del misculo relacionadas con el proceso de diferenciacidn
© con el proceso de inervacién/denervacidn del misculo que toma
lugar durante el desarrolle fetal (24). Si este es el caso, se
formulan algunos argumentos: ELA es un desorden de edad adulta,
ipor qué anticuerpos contra proteinas de tejido fetal son en-
contrados?. Recientemente ha sido demostrado un factor neurotré
fico presente en misculo, involucrado en la regulacidpn de sobre
vivencia de motoneuronas in vivo (32). Este factor estd presen=-
te en abundantes cantidades en miisculo fetal; éste actua sola-
mente sobre motoneurenas de médula espinal y es inefectiveo en
neuronas sensoriales simpdticas, parasimpdticas y colinérgicas,
este factor neurotréfico estd cercanamente involucrade en la so
brevivencia de motoneuronas in vivo (32). Aundue la produccidn
de factores motoneurotr&ficos (FMNT) por miisculo adulto no ha :
sido demostrado, es concebible la idea de constante produccidn
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de FMNT ecn pequefias cantidades por mfisculo diferenciado para
feestableccr la denervacién gue ocurre normalmente y promover
la sobrevivencia de motonsurcnas durante la vida posnatal. Los
anticuerpos encontrados en el sueroc de ELA pucden estar dirigi
dos contra FMNTs evitando la renervacifn del mfisculo, afectan-
do directamente su invervaciln, esto puede explicar la lenta

progresién de la enfermedad y ol selectivo dafio de motoneuro=~

nas en ELA, aungue esto no puaede :plicar la lesidn de la re-
gién piramidal & menos que ocurra degeneracidn retydgrada
trans-sindptica de wmotoneurona superior. 5in cmbargo, si estos
anticuerpos son dirigidos contra FMNTs liberados por el miiscu
lo de pacientes con ELA; ¢por yulé no encontramos bandas en mis
culo adulto o dencrvado?. La posible explicacidén ¢s gue la can
tidad de FMNTs liberadeos por el misculo adulto es minima on al
glin momento dado y no detectable por el westernblot, como el
proceso patoldgico en ELA es delicado toma algunos meses. De
esta manera es fdcil demostrar la presencia de anticuerpos con
tra FMNTs usando cémo antigeno preparaciones de misculo, que
tiene abundantes cantidades de FMNTs el miisculo fetal. Un pun-
to importante de sefalar es: (por qué se encontraron algunas
bandas de diferente peso molecular con extracto de misculo fe-
tal, y no con una sola banda si el anticuerpo fu& dirigido cop
tra un hipotétice FMHT. La respuesta puede ser que estos anti-
cuerpos reaccionan con varios FMNTs fetales y no con uno solo,
de hecho algunos otros factores como la molécula do adhesisn de
célula neural (neural cell adhesion molecule N-CAM} ha sido

descrito en miisculo embrionario (33). Adem&s durante el creci-
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miento del nervio, otros factores trdficos como la proteina
GAP-43 ha sido encontrado como un componente abundante de conos

de crecimiento ({34).

Otros autores han fracasado cn demostray anticuerpos en
suera de ELA contra factores liberades por ol misculo (35,1),
en estos estudios se han usado substancias solubles recuperadas
de medio de cultivo. Es posible que las proteinas reactantes en
contradas en nuestro estudic noe son liberadas por misculo, sino
que estan presentes sobre su superficie y se demuestran usando
extractos de miisculo an lugar de factores metabdlicosn liberados
por el misculo en cultivo. Se ha demostrado que la membrana de
soporte de miotfibulos responde a neurotransmisores de neuronas,
esta funcidn no puede ser realizada con medio condicionado de
misculo, mostrando que la regulacidén de quimiosensitividad cs
por contacto de neuronas con la membrana de célula blanco (36),
y el reconocimiento del sitio especifico es importante para

las terminales del cono de crecimiento (37).

Ha sido mostrada la regeneracidn de las motoneuronas des-
pués de la seccidn de axones en la periferia, muestran una pre-
via forma no descrita de sinaptogénesis regencrativa, demostran
do con esto que las motoneuronas pueden formar nuevos contactos
sinfpticos con axones supernumerarios si la seccién es hecha
cerca de la terminal sindptica (26). En los pacientes con ELA
ésta posibilidad de nuevos contactos puede ser impedido por un
defecto en el mecanismo de renervacidn relacionado con anticuer
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pos contra factores neurotréficos del miscula.

Durante el procese de diferenciacidn del miscule humano,
estdn presentes algunos antigenos como Thy-1 en micblastos pero
se pierden en miotubos multinucleados mostrando grandes cambics
durante la miogénesis humana, estos cambios pueden estar presen
tes en la vida posnatal y relacionados con el crcecimiento de la
masa muscular por el ejercicic (27), Los cambios en proteinas
del misculo pueden crear cambios antigénicos induciendo una ras
puesta autoinmune anormal contra proteinas presentes exclusi-
vamente en etapas primarias de diferenciacidn y crecimiento del
msculo principalmente cuando el proceso de inervacién por mo-
toneurona es estimulado por factoves locales producides por el

msculo (27,28).

La reaccidn encontrada en los inmunoblot nos indica un re
conocimiento antigeno-anticuerpo pero no se puede determinar si
este anticuerpo representa importancia patogénica primaria o
una respuesta secundaria a la destruccién neuromuscular. Sin em
bargo esto puede explicar varias interrogantes de esta enferme-
dad y motiva a la realizacidn de investigaciones posterioras a

nivel molecular sobre la inervacién del mlsculo en pacientes

con ELA,
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