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1. RESUMEN 

Existen factores presentes en el músculo esquelético que 

influyen en la sobrevivcncia y crecimiento de la motoneurona 

inferior in vivo e in vitre (1), se hu propuesto que dichos 

factores derivados del músculo pueden estar relacionados con 

la patogcnesis de algunas enfermedades de motoneurona. 

Por medio de la tGcnica inmunológica conocida como wes­

ternblot y usando como antigeno proteínas de músculo esquelé­

tico en varios estadios <le desar1·ollo e inervacion se estudia­

ron las diferencias proteicas del músculo adulto normal, dene_!:. 

vJ.do y fetal, demostrando la existencia de anticuerpos contra 

proteínas del músculo esquelético fetul en suero de pacientes 

con la enfermedad neuromuscular Esclerosis Lateral Amiotr6fica 

(ELA). 

Los extractos de músculo esquelético adulto normal, deneE 

vado y fetal (20 días de gestación) de rata fueron fraccionados 

en geles de poliacrilamida y dodecil sulfato de sodio {SOS) al 

10% colocando un estandar de pesos moleculares. Posterior a la 

electroforesis las proteínas fueron transferidas electroforeti­

camente a membranas de nitrocelulosa, haciendolas reaccionar 

con 30 sueros de pacientes con ELA y 30 controles. 

Los resultados obteni(tJs con el músculo adulto normal y 

denervado mostraron una reactividad escasa en los sueros de ELA 

similar a la encontrada con los sueros controles. Sin embargo 

se observaron bandas reactivas cinco veces más frecuentemen-
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te en sueros de ELA que en controles cuando el inmunoblot fué 

hecho con extractos de proteíni\ de músculo fetul. Dicha reacción 

se realiz6 con proteínas de diferente peso molcculnr en un rango 

de 42-92 Kd. 

Esta reacción nos indica un reconocimiento antigeno-ant.i­

cuerpo pero no se puede determinar si éste anticuerpo represen­

ta importancia patogénica primaria o una respuesta secundaria a 

la destrucción neuromuscular. 
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2. INTRODUCCION 

El músculo esquelético está formado por células multinu­

cleadas cil1ndricas agrupadas estrechamente en haces paralelos 

o fascículos reunidos por tejido conectivo formundo una sola 

unidad anatómica y funcional. E:l diámetro de las fibras muscu­

lares depende de diversos factores como son: la edad, el inteE, 

so ejercicio etc. En el adulto hu.y hipertrofia compensadora de 

fibras individuales que tienen lu9ar cuando se efectúa trabajo 

f1sico intenso por largo tiempo. A la inversa la falta de eje!_ 

cicio tiene por consecuencia atrofia de fibras musculnres con 

disminución de su diámetro. 

Las fibras musculares se dividen en miofibrillas, que 

exhiben un repetido bandeo obscuro y claro igual al de la mio­

fibrilla adyacente formando el típico patrón estriado de la fi 

bra muscular. La banda obscura es aniso trópica sobre el micro~ 

copio de luz polarizada y es llamada banda A. La banda clara 

es isotrópica y es llamada banda I, está dividida por la línea 

z. En el centro de cada banda A est§ una zona pálida denomina­

da banda H que es atravesada por la línea M (figura No. 1). 

Las miofibrillas están forrnadaR por unidades menores llamadas 

miofilarnentos finos y gruesos cons1.:.ituidos por dos proteínas di 

ferentes, actina y miosina respectivamente (2}. 
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Figura No. 1 

Toda fibra muscular es inervada por la rama terminal de 

un a:xón motor, en ésta unidad neuromuscular está involucrada 

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

El sitio de contacto de las terminaciones del nervio rno-

tor y la superficie de la fibra muscular son especializadas: el 

nervio para sintetizar, liberar y guardar el neurotransmisor 

acetilcolina (Ach) y el músculo para responder a la liberación 

de Ach y producir un cambio local en el flujo de iones a través 

de la membrana. 

En el sitio de contacto, el axón y sus recubrimientos fo.E. 

man un promotorio pequeño y aplanado en la superficie de la fi-

bra llamada placa motora terminal, donde la rama axónica llega 

al mont!.culo, desaparece su vaina de mielina pero perduran las 

células de Schwann que lo cubren en forma de techo contínuo. 

Cerca de su terminación el axón de nuevo se ramifica repetidas 

veces y forma diversas terminaciones ax6nicas cortas, agrupadas 

sobre la parte central del montículo (figura No. 2); 

Las terminaciones ax6nicas se encuentran en depresiones 
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recubiertas de sarcolema, donde la superticie desnuda del axón 

está separada del sarcolema por una hendidura de 20 a 60 nm de 

ancho, conocida como hendidura sin5ptica. El área de la depre­

sión aumenta notablemente al disponerse en pliegues invagina­

dos en el sarcolema (3). 

La hendidura sináptica posee la enzima acetilcolinester!! 

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.á­

ncamentc aumenta la permeabilidad del sarcolema en la regiíin 

de la placa terminal permitiendo la entrada d9 iones 5odio al 

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

Figura No. 

S) :1úclHo de células de Shwann, H) núcleo de fibroblasto EP) n!!, 

cleo de fibra muscular localizado en placa terminal, M) núcleo 

de fibra muscular. 
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2.1 DENERVACION DEL MUSCULO 

Cuando un músct:lo es dencrvado, la porción distal mantiene 

su excitabilidad hasta que el cilindrocje es dividido en frag­

mentos (después de 48 a 73 hrs). Au11quc el músculo no pueda par­

ticipar en e~;e momento en la actividad del sistema nervioso cen­

tral, la región tle la placa motora terminal retiene su excitabi·­

lidad eléctrica de 5 a 10 días después de la degeneración de la 

porción distal dc.l nervio motor. Esto es durante el periódo en 

que los últimos fragmentos del cilindroe)e en la placa motora 

terminal desaparecen. La excitabilidad de esta región disminuye 

en relación al resto de las fibr-as musculares; por el contrario, 

la excitabilidad a la Ach se incrementa, este incremento se ini­

CÜl en lugares cerc<:rnos a la placa tenninal Ucgencrada, se ex­

tiende a lo largo de lil membrana de la fibra muscular y en po­

cos dias toda la fibra muscular se involucra (2,3). Antiguamen­

te se pensaba que el incremento de sensibilidad a la Ach era la 

causa de las fasciculaciones eapo11Ui.neas caracterí:sticas del 

músculo denervado. Sin embargo se ha demostrado que tales po­

tenciales de fibrilación solamente existen en la placa terminal 

(3). 

En el músculo denervado se presentan múltiples cambios mor­

fológicos como la pérdida del volúmen total de la fibra, de masa 

rnitocondrial proporcional a la reducción de1 tamaño de la fibra, 

su superficie se torna irregular y exhibe pequeñas proyecciones 

papilares { 3) • 

• •• 6 



La denervüción del músculo es seguida por el crccírniento 

axonal de fibras nervíosu.s que se encucntrun cerca del músculo 

denervado y de esta manera se reinerva y r~cl'peru su funciont1-

lidad (figura No. 3). El crecimiento puedQ ocurrir de uno u 

otro nodo de Rnnvier a lo ltirgo del ux6n, crecimü!,nto colate-

ral o terminal (4). 

Existen hipótesis pura explicür el nuevo crecimiento u 

partir de axones motores intactos ha.ci.l músculos parcialmente 

denervados. Estudios recientes señalan que la fibra de 1 n1úscu-

lo denervado elabora un agente pi:omolor del crecimiento. Diver­

sas evidencias apoyan esta hipótesis concluyendo que las termi­

naciones nerviosas reciben cstírnulación directa del músculo de-

nervado restaurando nuevamente su inervación y así llegar a ser 

un músculo nuevamente normal (5,6). 

Figura No. 3 
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2. 2 MUSCULO FETAL 

En etapas tempranas del desarrollo cmbionario, lus células 

blásticas predecesoras del las motoneuronas prolifer<J.n y se lo­

calizan en la región <le las astas anteriores en lil médula espi­

nal. Inicialmente hay exceso de motoncuronas de las cuales solo 

una parte sobrevive. El crecimiento uxonal se inicia en las mo­

toneuronas y de alguna manera es dirigido h.-1cia el mú~culo blan­

co. Se ha propuesto que dursnte este peri6do la sobrevida, di­

ferenciación y crecimiento de axones de motoneuronas depende de 

factores producidos por el músculo (16). 

Cuando el ax6n llega al músculo se adhiere a nste debido a 

la interacción de membrana a membrana o a lé! avidez del axón pa­

ra liberar o recibir algún factor de la célula muscular. El ax6n 

se fija e induce diferenciación subsin.5.ptica. 

El resultado es la formación de una membrana postsináptica 

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 múltiple inervación; estos axones compi­

ten y solo uno sobrevive. L<J.s rnotoncuron:ts que ne han realizado 

cone.~ioucs periféricas con células musculares degeneran y se 

eliminan. 

De algún modo la sobrevivencia de motoneuronas depende do 

la inervaci6n periférica. La célula muscular inervada sufre di-
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versos cambios a largo plazo como decremento d0 receptores <le 

acetilcolina, ascenso en el potenciul de membrana en reposo y 

un gran número de modificaciones bioquí.micHs y fisiol6gicas. 

r .. as conexiones pueden ser constantemente renovadas por cre­

cimiento contínuo y reorganizaci6n del nervio terminal (16) . 
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2. 3 ESCLEROSlS LATEIU\.L NHOTROFlCl\ 

La l::sclerosis L.::i.tcru.l l\miotrófiC.J. (ELA) fué dcncrita por 

vez primera en 1869 por Charcot y Joffroy. 8s •.ina eníerrnedad 

crónica de etiología desconocida, caractcrL:acli.l por una pro­

gresiva y fütal at:-ofia de l.:l musculatura csqn1Jl6tica, debido 

principalmente a la degeneración de las neuronas motoras de 

las astas anteriores de la rni5dula espinal y el tullo cncefií­

lico y en menor grado de la corteza cerebral. 

Manifestaciones clínica.ti (lB, 19) 

Atro fía muscular. - En la mayor ta de los casos l B 4 't.) comienza 

en la parte distal de los miembros :.mpcriorcs y progre~i.vamen­

te asciende afectando la eminoncia tennr, antebrazo 1 cintura 

escapular, deltoides y t:túsculo supra e infral'.~Spinoso. Lu pro­

gresión centrípeta de debilidad y atrofia es el cnr.so usual 

aunque no invariable, pudiendo comenzar. en el antebrazo o en 

la cintura escapular, la atrofia resulta gradualmente m5.s se­

vera; en muchos pacientes la amiotrofia comienza unilateral­

mente pero resulta más o menos rápida bilateral y simétricn 

(figura No, 4). 

Fasciculaciones. - Es un signo temprano que puede preceder a la 

atrofia y debilidad muscular, pudiendo afee tar n músculos que 

parecen sanos, la exposición al frío, percusión, comprensión 

o estimulaci6n eléctrica pueden haccrlns aparentes. 
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- Síndrome piramidul. - La característicu más importante de la 

arniotrofia es que está acompañadu por signos de lesión de la 

vía piramidal, los reflejos miot5:ticos están .:iurnentudos, pre­

sentftndoso clonus pu.telar y uquileo. 

- Síndrome bulbar.- Algunos pucientcs con ELA sofrcn daño en 

las neuronas motoras bulbares inferiores, hay ccrsos en los que 

está as~ciaLlo con atrofia 6ptica, sorderu y trastornos cerebe­

losos. Los trastornos del hablu son comunes, hay dificultad pa­

ra la fonaci6n, disfagia, pérdid,1 del reflejo nauseoso y exis­

ten a menudo fasciculacioncs de: los músculos de la lengua. Fre­

cuentemente las atrofiüs musculares son visibles, la lengua es 

flácida e inmóvil, el csternocleidomu:.t:o.ideo y el trupcsio ::.e 

encuentran atróficos, los mGsculos viscerales son afectados por 

atrofia del núcleo vugal, la motilidad esof[igica está disminui­

da, se han reportado anormalidades cardiacas, van Bogaert (1925) 

en sus estudios histológicos notó alta incidencia de afección 

de los núcleos vestibulares. 

- Formas raras e inconstantes asociadas a ELA. 

Trastornos sensoriales: Son raros, sin embargo espasmos muscu­

lares que son parte del trastorno muscular ocasionalmente pro­

ducen sensación de quemadura punz~nte. 

Trastornos vasomotores, secretorios y tróficos; existe aumento 

en la sudoraci6n, secreción salival, seb~cea, puede haber madi-
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ficaciones en la circulaci6n periférica de las extremidades con 

aspecto cian6tico. 

Tras tornos cutáneos: se presentan a norma lidndes moL· (o lógicas 

del tejído conectivo en la dermis con cambios degenerativos en 

la colágena y las fibras elásticus. 

Trastornos psiquicos: Pierre Marie ha comentado la tendencia de 

algunos pacientes ü. cambios •_;mocionales espont.3.nerJs con llanto. 

La distribución de la ELA parC"Ce ser similar (:n todo el 

mundo, sin embargo en algunas 5.rcas es endémica, p.:i.rticularrnen­

te la ELJ"\ que afecta a los habitantes del grupo étnico Chamorro 

en las islas de Guam y otras del grupo Mariana, L:i. poblaci6n n~ 

tiva de las islas del Pacífico oeste y de la penJ.nsuln Kii en 

Japón. 

La tasa do frecuencia anual en el resto del mundo varía 

de 0.4 a 1.8 por 100,000 habitantes. El promedio por sexo es m~ 

yor en hombres C:1 proporción 1.5 o 1.6, es una enfermedad predQ 

minante de la edad adnlta con una edad promedio de inicio entre 

los 50 y 60 años. La duraci6n promedio del padecimiento hasta 

la muerte es de a 4 años, aunque algunos autores reportan du-

raci6n promedio de 2.5 años (18,20). 
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La etiología es desconocida, se han propuesto diferentt.!s 

hip6tesis que tratan de explicar la patogénesis como son: vira­

les, hormonales, tóxicas, genéticas e inmunológicas (12). 

Varios estudios han reportado anticuerpos similares a va­

lores control par.:i herpes simples, sarampión coxsackie y arbovi 

rus. No se ha confirmado por aislamiento viral positivo pilrtic~ 

las semejante¡; a virus reportados en algunos pacientes. Han si­

do negativos .Los estudios de transmisión en primates no humanos, 

utilizando mGltiples especímenes de tcj idos de pacicnb~s de Guam 

y con el tipo esporádico de ELA. 

El reconocimiento de enfermcdade~ neurológicas progresi­

vas causadas por infecciones virale::. persistentes asociadas a d~ 

generaci6n selectiva de neuronas como la poliomielitis sugiere 

la posibilidad que la ELA pueda ser causada por una infección 

crónica por poliovirus o un virus semejante. 

La pérdida de unidades motoras y anormalidades electromiQ 

gráficas han sido demostradas electrofisiol6gicamcnte en humanos 

después de los 60 años de edad, se ha postulaUo que la pérdida 

de neuronas motoras en la ELA pudiera representar un fen6rneno 

relacionado con una deficiencia de una hormona neurotr6f ica el~ 

horada por el mGsculo que estimula las células del cuerno ante­

rior en su funci6n por medio de un trastorno axonal retr6gado • 
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Muchos reportes han sugerido la posibilidad de función 

anormal de neurotransmisores. Nogata y colaboradores notat·on 

disminuidos los sitios de receptores muscarínicos 011 los cuer­

nos ventrales de la mGdula espinal. Wlli tehouse y colaboradores 

encontraron UnLl reduce i ón consirler.:ible L>n el número de rec<~plQ 

res en .§reas de pérdida de neuronas motoras. Zug I.cr y asocia­

dos observaron niveles reducidos de Gl\Dl~ en Líquido Cefaloru­

quídeo (LCR) y niveles 3umentados de norepinetrina en LCR y 

plasma dt.~ pacientes con EI,A postulando que:! esos cumbias prob:t­

blemente afectan la ncurotransrnisión F:!spinal (20). 

La ELJ\ h¡;i sido motivo de 1,·arias iw.'estü;aciones que h¿~n 

tratado de explicar su etiología sin cmbar90 ninguna ha podido 

demostrarla. 

Se han utilizado varios tratamientos incluyendo vitami­

nas Er D y Bl2, penincilamida y otros agentes quclantes, ami­

tiptilina, L-Dopa, extracto pancre5tico, agentes anl:ivirales, 

amantadina, isoprinosine, idoxiuridina, guu.nidina, 1Hrnrotoxí­

nas modificadas, factor de transferencia, interfcrón, leciti­

na, testosterona, naloxona, plamafcresis, etc, La hormona li­

beradora de tirotropina ha sido utilizadc.. y ha mostrado que 

produce mejoría transitoria en las funciones de las neuronas 

motoras superior e inferior en cerca del 50% cuando se admi­

nistra en dosis progresiva por infusión intravenosa de l a 5 

horas, o solo una dosis intratecal; el mecanismo exacto es de~ 

conocido, sin embargo Keiji !moto fracasó para demostrar la 

... H 



efectividad terapéutica de este\ hormona Ltunque r1.}fiere que es­

tudios clínicos por mayor tiempo o la udminir.tración de dosis 

mayores pudiera estar j11stificada. 

Por otro lado, la adminü.;trüción de alfa inLcrferón intra­

tccal, a dosis de un millón de unidades seman..ilcs no mostró me­

joría. Actualmente se utiliza el DN-1417, un análogo de la hor­

mona liberadora de Lirotropina, que tiene menos actividad endo­

crina pero más efecto estimulante en las células de los cuernos 

anteriores, sin embargo, 2 rng intramuscular dos veces al día por 

un mos no produjo mejoría obJetiva de la fuerzu muscular en 9 

pacientes (19,21,22,23). 

Figura No. 4 •.• 15 



2. 4 WESTERNBLOT 

El Westcrnblot o Inmunoblot es una técnica inmunol6gica 

relativamente nueva, en 1977 Southern reportó el uso de la ca-

rriente eléctrica para la transferencia de DNr\ y fué dada .:1 e~ 

nocer cuando Towbin en 1979 publicó la transferencia de protef 

nas a membranas de nitrocellilosa (10) . 

El inmunoblot se fundamenta en el reconocimiento de anti_ 

genes transferidos a nitrocelulosa por anticuerpos específicos 

identificados por un segundo anticuerpo dirigido contra el prl 

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

Posee una sensibilidad muy al ta, pueden ser detectados 

anticuerpos en bajos titulas, en un tiempo relativamente corto 

(9' 10). 

WESTERN BLOT 

11 202 Reacción Colorida 

~~ ~ ._ A\•idina-Peroxidasa · 

~ (B) 
~_L_ 

•--- 2º Anticuerpo r- Mrirca<lo 

)/k ~ .... '""º"º'"" 

Antígeno 

Nitrocelulosa 

Figura No. 5 ••. 16 



El westernblot consisto en: al clectroforésis vertical, b) 

electrotrans ferencia, el inmunodetección. 

La electroforésis vertical se realiza en gelt~s discontínuos 

de poliacrilnmida y dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE), consis­

te de un gel inferior de muyor longitlld y concentración conocido 

como gel separador y un superior o conct.:nlntdor. El SDS es un 

detergente aniónico que desnaturnliza a lu proteí.nu y le confie­

re una carga negativa, la migración no solo 0stá determinada por 

el campo elGctrico, sino también por el peso molecular de la pro­

teina. 

Generalmente se coloca un marcador de pesos moleculares 

conocidos, en los corrimientos e lectroforéticos para poder cal­

cular el peso molecular de lus proteínas sometidas a electrofo­

résis, terminada ésta se transfieren electroforcticamcnte lu.s 

proteínas de los geles a membranas de nitroceluloGa. Después de 

la electrotransferencia se obtienen en la membrana de nitroce­

lulosa las proteínas fraccionadas que serán incubad.:is y expues­

tas con el primero y el segundo anticuerpo, finalmente se rev~­

la .la reacción color imétr icamente con 4-1 clorona f tol o diamino­

benzidina. Si existE.•n anticuerpos que reconozcan algunas pro­

teínas que se encuentran en la membrana se oUticn.:=n bandas rcJ.c­

tivas (figura No, 6) (B,10). 
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ELECTROFORESIS 

º
GEL S~ ESPONJA___/~ 

NITROCELULOSA-C'= 
GEL --t::: 

GEL INf'"ERIOR ESPONJt..S 

REACCION-D 

REVELADO 

Figura No. 6 

Ac + 

D 
FILTBO 
NITROCELULOSA 

l 
D 

NITROCELULOSA 
REACCION A9-Ac 
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3, OBJETIVO 

- Comparar el patrón de bandeo de proteínas liberadas por mús­

culo esquelético denervildo, adulto normal y fetal por elec­

troforésis vertical en geles de poliacrilamida. 

Estudiar la posible presencia de algún anticuerpo contra pr.9_ 

teínas musculares en el suero de pacientes con Esclerosis L!! 

teral AmiotrtSfica {ELA) . 
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•I. llIP01'ESIS 

El músculo esquelético sintetiza un grupo de pepticJos y 

proteínas denomino.dos factores troficos que influyen en el 

proceso de inervación clenerv.:ición, lu cantidad de síntesis 

difiere dependiendo del estado de desarrollo e incrvnci6n. 

Probablemente: en los p;:icicntcs con Esclerosis Lateral 

Amiotrofica (ELA) exista algún agente inhibitorio contra di­

chas proteínas evitando la rcincrvación, originando dener­

vación progresiva. 
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5. MATERIAL Y METODO 

5 .1 Obtención del músculo 

El músculo d2nervado se obtuvo seccionando transversal­

mente la médula espinal a nivel lumbar a cinco ratas, 

quince días después de la lesión se sacrificaron y se 

extrajeron los músculos de los mie¡r¡bros posteriores. 

El músculo normal se extrajo de los miembros posterio­

res de una rata adulta. 

El músculo fetal se obtuvo dA las extremidades posteri~ 

res de fetos de rata a los 20 días de gestación. 

5.2 Preparaci6n del extracto 

Los músculos fueron homogenizados y sonicados en solu­

ción salina sobre hielo 3 veces en un total de 10 min,!;! 

tos. Después se centrifugó a 15,000 rpm a 4ºC durante 

30 minutos y se colectó el sobrenadante. La determina­

ción de proteínas del extracto se hizo según el método 

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

no {ASB) como estandar (7). 
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5.3 Obtención de sueros 

Se obtuvo sueL·o de 30 pacientes con Esclerosis Latcr.:il 

Amiot.rófica (ELA) 16 hombres y 14 mujeres con una edad 

promedio de 48 años y un tiempo de evolución de la en­

fermedad de 2. 5 años. Adicionalmente, 30 sueros fueron 

usodos como control, 10 provenían de pacientes r.:on Mia.§_ 

tenia Gravis, 10 de paci0.ntes con Ncuropatía <liabética 

y 10 sujetos sanos, 16 mujeres y 14 hombres. El suero 

fué congelado a -40°C hasta su uso. 
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5. 4 WES'rEHNBLUT 

a) Electroforésis vertical 

Las proteínas fueron fraccionadas en geles <liscontínuos de 

poliacrilamida que consiste de un gol inferior de mayor longitud 

y concentración, conocida como gel separador y un gel superior 

de menor longitud y concentración conocido como qcl concentra­

dor { Bl • 

El extracto muscular (antí.gcno) fue mczclad0 volúmcn a vo­

lúmen con el buffer de la muestra (0.08 rnM 'l'ris-HCl pH 6.8, 0.1 M 

mercaptoetanol, l't sos 1% glicerol y 0.2% de azul de bromofenol) 

la mezcla fué calentada a loo ce por 3 minutos. 

Se usaron geles de 16 cm de largo por 15 de: ancho y 1. 5 

mm de grosor conteniendo 10% de poliacrilamida y 1 i de SDS. Se 

rcaliz6 en el Protcan 11 vertical cell (Bio-Rad) en buffercs di~ 

continuos de sos de acuerdo a Laemli (1970) u BºC. Se aplicaron 

JOmA de corriente para el gel superior y 35 mA para el gel infe­

rior durante 5 hrs. con un agitador magnético para asegura.r la 

contínua mezcla de buffer. 

Terminada la electroforesis, una parte del gel fué teñido 

con azul de comasie R-250 y el resto fué transferido a membranas 

de nitrocelulosa. El peso molecular de las proteínas fué deter­

minado tomando en cuenta la migración de las proteínas estandar, 

••• 23 



b) Electrotransferencio 

El extracto protéico previamente fracdonado por electro­

foresis en geles de poliacri lamida al 105 fué transferido a mem­

branas de nitrocelulosa (MNC) corno el descrito por Towbin et al. 

(1979) (10). 

Los geles y las membrunas de nitt·occlulosa (0.045 m tamaño 

del poro} f11eron precquilibrados en buffer {le transfeLcncia 125 

rnM Tris-HCl pH 8. 5 192 mM de glicinu, 20~, v/v de mctanol, pH a. 3) 

por 20 minutos para climin'lr parcialmente el .SDS en el caso d8l 

gel. 

El antígeno fu& transferido a la MNC de la !->iquiente mane­

ra: se colocaron do~ hojas dr. p~1pc l f i 1 tro (wha tmun No. 4) sobre 

un cojinete o esponja que a su vez se montaron en el marco do 

la camara de clcctrotransfcrencia (transblot cell Bio-Rad) el 

papel filtro fué humedecido con buffer de transferencia. Se co­

loc6 el gel sobre c.l papel filtro y ne agregal.·on 20 ml del mis­

mo buffur, sobre el gel rué colocada cuidados.Jmenl:.e ln membrana 

de nitrocelulosa evitantlo la formaci6n de bllri>uja.':i. Sobre la 

MNC se colocaron dos hojo.s de papel filtro h1.11nedccidas, la otra 

fibra o esponja y el segundo marco de plástico. El conjunto fué 

introducido verticalmente en la camara de clcctrotransferencia, 

se llenó con huffer de transferencia quedando el polo positivo 

del lado de la MNC y el negativo del lado del gel se aplicó unu 

corriente continua de 1 A por 1 hr. (9, 10). 'l'crminada la elec­

trotransferencia la MNC se rccort6 en carriles de O. 5 cm de 
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ancho, para comprobar la transferencia de proteínas, dos tiras 

se tiñeron con amida black 0.1%, en 45% de metanol y lOi de 

ácido acético minutos y se destiñeron con metanol al 20% y 

ácido acético al 1 % • 

e) Inmunodetección 

Después de la transfcrcnciu. de proteínas, las membranas 

de nitrocelulosa (MNC) se incubaron en albúmina de suero bovi­

no {ASB) al 3% a 4°C una noche para bloquear los sitios libres 

en el papel. 

La nitrocelulosa fué lavada 4 veces con agitación lenta 

durante peri/?dos de cinco minutos con buffer de fosfatos (PBS) 

·tween al O.li. Se incubó con los sueros de pacientes con ELT\ en 

dilución 1:30 en PBS toda la noche a temperatura ambiente. Se 

lavaron nuevamente y se incubó con el segundo anticuerpo marc~ 

do, proteína A biotinada diluida 1: 400 en PBS tween O .1 i 1 hr. 

con agitacion lenta a temperatura ambiente {11). 

Posteriormente se incubaron con streptoavidin peroxidasa 

diluida 1:400 en PBS tween 0.11. por 30 minutos con agitación 

lenta, se lavaron 3 veces por minutos con PBS. Finalmente se 

incubaron de 2 a 5 minutos en una solución que contenía 25 mq. 

de diarninobenzidina, 50 rnl de PBS y 150 pl de H2o 2 al 3% (fi­

gura No. 7). Esta soluci6n debe prepararse segundos antes de 

usarse. Al término de la reacción las MNC se lavaron en agua 

destilada, se secaron y se guardaron protegiéndolas de la luz • 
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Western blot 

Hz 02 Reacción 

Substroto~Strepto Avidin cr Peroxidasa 
8 Proteina A 

~~ Biotinada 

(Suero de ELA) 

( Proteina Fraccionada ) 

Figura No. 7 
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6, RESUL'rADOS 

En la separación clectroforética son visibles diferentes 

bandas para cada extracto de músculo esquelético. 

En el músculo fetal se observaron bandas en un rango de 

peso molecular de 30 a 100 Kd. En contraste, en el músculo adu_! 

to normal y denervado se observan en un rango m§s u.mplio de 14 

a 100 Kd (figura No. 81. 

Cuando se incubaron las proteínas del extracto de músculo 

adulto normal y denervado con los sueros de ELA y los controles 

no se observaron líneas reactivas. Ocacionalmente mostraban al­

gunas bandas, sin embargo estas bandas fueron similarmente ob­

servadas en sueros controles y de ELA ( figuru No. 10}. 

En contraste, cuando se incubó el suero de pacientes con 

ELA con extracto de proteína de músculo fetal de rata se obser­

varon múltiples bnndas, mientras que los sueros controles pre­

sentaban ocasionalmente algunas bandas (figura No. 10). Las 

bandas observadas con el suero de RLA se ubicaban a diferente 

peso molecular que variaba de 42 a 95 Kd, no reaccionó una pro­

teína en común para la mayoría de los sueros de ELl\. 

De los 30 sueros de pacientes con ELA, 26 de ellos (87G) 

reaccionaron con proteínas de extracto de músculo 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 
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pacientes con ELA no rc':accionn.ron (tabla No. 2). De los 30 sue­

ros control, se identificaron un total de 15 bandas, un prome­

dio de O. 5 bandas por sujeto (tabla No. 3) . Se observó unc1 pro­

teína de 66 Kd tanto en lo~; sueros de ELA y controles, esta btlQ 

da fué eliminada del conteo. 
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Figura No. 

4 

Electroforesis en goles de poliacrilamida SOS al 10% teñido con 

azul de comasie R-250 de proteínas de músculo esquelético ani-

mal. l} marcador de pesos moleculares en Kilodaltons 2) músculo 

normal 3} músculo denervado 4) músculo fetal. 
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Figura No. 9 

Transferencia de proteínas a membranas de nitrocelulosa 1) mGs­

culo fetal 2) mGsculo normal 3) músculo denervado 4) marcadores 

de, pesos moleculares. 
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Figura No. 10 

Proteínas de músculo esquelético de rato. A) denervado B) nor-

mal C) fetal, reaccionaron con 30 sueros de pacientes con ELA 

y 30 sueros controles. 1) marcador de pesos moleculares 2) elec-

troforcsis de proteínas tciiido son umido black 3) sueros de Er~A 

4) sujetos saludables 5) pacientes con miastcnia 6) pacientes 

diabéticos. 

1 i< · ¡ríl: 1, 
¡q! 1 

i'' ji~ 1 
1! ! ! 
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A 
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TABLA No. 

Número de bandas reactivas 

E:-:tracto Suero 
de 

mas culo ELA Controles 

Denervado 15 --
Normal 34 1 

Fetal 72 15 
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Tablu No. 

Número dP.: b:ind.:i.s poi: pi..i.CJ.ente 

con suciro.s de ELA 

No. de E.'Ctracto de. musculo de rata 
p.;i.cicnte Dcnervado Nonnal Fet¿¡l 

JO 
11 

12 

13 

14 

15 

16 

17 

18 

19 

20 

21 

22 

2J 

24 

._25 

26 

27 

28 

29 

30 

TOTAL 15 34 72 
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Table No. 

Número de bandas por individuo 
con sueros control 

No. de Extracto de músculo de rata 
Individuo Denervudo Nornul F.atal 

1 
<-~~~<--~~~4-----~~-•-~--~ 

10 

11 

12 

13 

14 

15 

16 

17 

lB 

19 

20 

21 

22 

23 

24 

25 

26 

27 

2B 

29 

30 1 

TOT/\L 15 

*Sujetos sanos 1-10, pacientes 

con miastcnia gravis 11-20,pa­

cicntes con Neuropnt.í.a diabeti­
ca 21-30. 
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7. DISCUSION 

En la separaci6n electroforétic<'l dl! lus proteínas de los 

extractos de músculo esquelético encontramos diferencias en el 

bandeo de músculo fetal comparándolo con el d.<Jnorvildo y normal. 

Esto demuestra que existen proteín.::1s en el músculo esqueléti-

ca fetal que no se encuentran en el músculo normal r..i en el 

denervado, probablemente> dichas protcíno.s estén involucradas 

en el proceso de invcrvación-den12rv::ición. 

El músculo esquelético está continuamente inervándose y de-

nervándose, este procüso de inervación-denervución es común en 

músculos que inician movimiento como es el caso del músculo fe-

tal y múzculos que aumentan de volúmen debido a la intensa ac-

tividad por ejercicio. l?or el contrarío, en otras circunsL1nci~1s 

los músculos se atrofian o denervan debido a n.lguna enfermedad 

neuromuscular, ilsí como a la falta de actividild o movimit?nto~ 

Existen evidencias apoyando que los f uctores liberados por 

• el músculo esquelético estimulan el crecimientos y sobreviven-

cia de rnotoncuronas ( 12 I . El análisis de factores neurotróficos 

específicos para el sistema mctor han üido provados en cultivos 

de tejidos. Se ha visto que la adición del músculo esquelCtico 

a cultivos de cordón espinal, aumenta el tiempo de sobreviven-

cia de neuronas, promueven el crecimiento de neuritas e incre-

mentan la actividad de la colina y acctiltransferüsil (13). 

Proteínas liberadas del músculo esquelético humano, de ra-

ta y ternera tienen efectos similares en la sobrevivencia nau-
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renal, crecimiento ncurítico ;¡ aumento de síntesis de acctilco­

lina (14) • 

Dichos efectos son enpecíficos del músculo esquelético, se 

han prob;;ido extractos de otros tejidos incluyendo músculo car:­

diáco, cerebro, hígado, bazo y riñón, no tienen c±'cctos sobre 

procesos de cr:ecimiento o densidad de células de astus ventra­

les. Esto demuestra la complejidud de factores neurotróficos 

que están presentes en el músculo esquelético (14). 

De este grupo de factores tróficos unic.:imcnte se a identi­

ficado el factor de crecimiento neur.:il (F'CN) del resto se sabe 

de su existencü1 y su probable rcl...H.:i6n con 1.:1. inervación. 

Los factores tróficos que influyen en la sobrevivencia y 

crecimiento de rnotoncurona, son liberados continuamente pura 

estimular el axón motor y rencrvar los músculos que se dener­

van o aume11tan de volúmcn. Quizá dichos factores pueden estar 

relacionados con la patogénesis de la Esclerosis Lateral An1io­

trofica (ELAJ • 

Los pacientes con ELA sufren atrofia de la musculatura 

esquelética debido a la dcnervaci6n constante. Si existe de­

nervaci6n, lpor qué no sucede una subsecuente rcnervación? esta 

pregunta se ha formulado varias veces sin encontra.r respuesta . 
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Han sido postuladas varias hipótesis y real:i.zado varios 

trabajos sin encontrar ningún u.rgumento que explique L1 etiolQ 

gía de dicha cnferme<lu.d. Recientemente Gurnf~Y y colu.boradores 

propusieron una nueva hipútcsis sobre el rntO!Ci.Hiismo ctiopatogé­

nico de EL/\.; la posible prcS•)nr::iu ele un Lictor inmune que in­

hibe el brote axonal y la subsecuente rcincrvación del músculo 

esquelético (30). t\unqu~ estos rc~rnltudos no h.Jn sido comprobi!_ 

dos por otros autores, la idea umurita nuevas investigaciones 

para un desorden que ha sido resistente por varios aii.os a la 

identificución de 5U mecanismo ctiopatog6nico. 

En nuestro estudio al hacer reaccionar los sueros de pa-

cientes con ELll. con las protoín.::is fraccion.:id.::i.:::: de músculo es-

quelético normal y denervado no hubo reacción, estos resulta­

dos confirman estudios previos (1). En contraste con las pro­

teínas de músculo fetal en las que hubo intensa reacci6n cinco 

veces más frecuente que en los suct·os controles (sujetos sanos, 

pacientes con miastenia gravis y diabéticos con ncurop.:itía cr§. 

nica l, la reacción fué con varias proteínas de diferente peso 

molecular. La reacción observada en los inmunoblot (bandas ,,, 

líneas) nos indica que hubo un reconocimiento antigeno-anti­

cuerpo. La presencia de anticuerpos (Ac) contra proteínas de 

músculo fetal no es facilmcnte explicada como un proceso de pr.9._ 

ducción secundaria de autoanticuerpos debido a la destrucción 

del mGsculo que toma lugar constantemente en los pacientes con 

ELA después de la denervaci6n (31), en tal caso los anticuer­

pos podrían ser dirigidos a antígenos presentes en músculo de-
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nervado o adulto. Nuestro estudio muestra una signifi~:~iivip~-'c1~:.~:~~i;~_·;,{. tidad de anticuerpos en pacientes con ELA contra prote:ín•1s ..__-

sen tes solamente en músculo fetal q\Jc no cncont.ramos en mús-

culo adulto o dencrvado. 

El hulla:~go de anticuerpos c>n el ;,;uero Jú pnciC'nt0s que 

re<lccionn con varias proteínus de músculo fetal y no con unJ. 

sola ús confundible y fundami~nt..1 un simple mc·canismo pntocJéni-

co involucrado en la producción de? estos anticuerpos. 

Nuestros resultados parecr.::1 estar más n· l <icionados a un::i 

respuesti.l inmune hurnor.:i.l cr:)nt::-·:i. un ~inipn de pr:ot:.eín,:ts transito-

rías del músculo relllcionadas con el procc~o <le diferenciación 

o con el proc:eso de incrvación/<lcnervaciún <lel músculo quf; toma 

lugar durante el desarrollo fct;:1l {24). Si estlJ es el caso, se 

formulan algunos u.rgumentos: ELl\ es un üusordcn de celad adulta, 

¿por qué anticuerpos contra proteínas de tcj ido fetal son en-

centrados?. Recientemente ha sido dcmostt:ado un f:ictor neurotr§. 

fice presente en músculo, involucrado en la regulación de sobrg_ 

vivencia de mo!:oneuronas in vivo (32). Este factor está presen-

te en abundantes cantidndcs en músculo fetal; éste actua sola-

mente sobL·e motoneuronas de médula espinal y c-s inefectivo en 

neuronns sensoriales simp5.tic;:is 1 par<i.~;impáticL"'!.5 y colin~:cy.i.c.:i.s, 

este factor neurotr6fico está cercanamente involucrado en la SQ 

brevivencia de motoneuronas in vi.va (32). Aunque la producci6n 

de factores motoneurotr6ficos (FMNT) por músculo adulto no ha 

sido demostrado, es concebil>le l.J. idea de> constante producción 
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de FMNT en pcr;uci1:is c'1ntidu.des por músculo difcrcnci11do p:ir.:i 

rccstableccr la denervuci6n que ocurre normulm~nte y promover 

la sobrevivencja de motoneuronn.s durante la vid¿\ posnatal. Los 

anticuerpos encontrados en el suero de ELA pueden estar dirig! 

don contra FMN'!'s ev i tilntlo la r~nc;r-vac ión de 1 r.iúscn lo, d fcct.an-

do directamcntu su invcrvaci611, esto puode explicar la lenta 

progrcsi6n de la e:nfcrrnr_._d<1d y í!l selectivo duüo de motoncuro­

nas en ELA, aunque esto no puudc cxpllcar la lesión de la rc­

gi6n piramidal a monos qu~ ocurra d~qcncraci611 rctr6gradn 

trans-sin5.ptica <le muton0uron.:; su¡,:,crior. Sin cmLu.ryo, si esto3 

anticuerpos son dirigidos contra F!·lN1's liberados por el músc~ 

culo adulto o dencrvado?. La posibll:! cxplicilción (.!5 que la ca.!; 

tidad <le FMN'J's liberado~; por. (•l músculo udulto e!O'. ni'inima enª-~ 

gún momento dado y no detectable por el westernblot, como el 

proceso patológico en Ciu\ es delicado tomu algunos meses. De 

esta manera es fácil demostrar L1 presencia de anUcuerpos en.!]_ 

tru FMNTs usando como antígeno preparaciones de músculo, que 

tiene abundantes cuntid<J.des de FMN'l's el músculo fetal. Un pun­

to importante de señalar es: ¿por qué se encontraron algunas 

bandas de diferente peso molecular con extracto de músculo fe­

tal, y no con una sola banda si el anticuerpo fué dirigido con. 

tra un hipotético FMN'l'. La respuesta puede ser que estos anti­

cuerpos reaccionan con varios FMNTs fetales y no con uno solo, 

de hecho ulgunos otros fuctores como la molécula de adhesión de 

célula neural (neural cell adhesion moleculc N-CAM) ha sido 

descrito en músculo embrionario (33). Además durante el creci-
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miento del nervio, otros factores tróficos como la proteína 

GAP-43 ha sido encontrado como un componente .Jbundante de conos 

de crecimiento ( 34). 

Otros autoz.·es h.Jn fracasado en dcmost.ru.1: anticuerpos c-!n 

suero de ELA contra factores libt~ra.dos pm· Gl mú:.c1Jlo (35,1), 

en estos estudio~ SE: han usu<lu substancias ~;olubles r0cuper<."tdas 

de medio de cultivo. Es posibli-:> que las protefnus rcact.:intcs C!! 

centradas en nul:!stro l;stutlic. lilJer.Jc.los tJOl'. músculo, sino 

que cstan presentes sobre su superficie y se clc·muer;tran us<rndo 

extractos de músculo t:n lui1.:ir de facton•;:; mct;i.bi311co::;. 1 iher:"l<los 

por el músculo en cult.ivo. Se ha demostrado quC> la inembrana de 

soporte de miotúbulos i.·csponc10 a ncurutru.n::;nüsorc::; <le neuronas, 

esta función no puede ser rculizada con medio condici.onado de 

músculo, mostrando que la regulación de quimioscnsitivicbd es 

por contacto de neuronas con la rnembr.:tfül de céluld blunco (36), 

y el reconocimiento del sitio específico es important~ par« 

las terminales del cono de crecimiento {37). 

Ha sido mostrada la regeneración de las motoneuronas des­

pués de la sección de axones en la periferia, muestru.n una pre­

via forma no descrita de sin.:iptogénesi!:: rcgcncraliva, dcmostril.!l 

do con esto que las motoneuronas pueden formar nuevos contactos 

sinápticos con axones supL~rnumerarios si la sección es hecha 

cerca de la terminal sináptica (26). En los pacientes con ELl\ 

ést.:i. posibilidJ.d de nuevos cont.:iclol:i puedo ser impedido por un 

defecto en el mecanismo de renc.rvación relacionado con anticue.!. 
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pos contra factores neurotr6ficos del músculo. 

Durante el proceso de difl:!re11ciaciún del tnúsculo humano, 

están presentes algunos antígenos como 'l'hy-1 en rnioblastos pero 

se pierden en miotubos mult.inuclcados mostram1o grandes cambios 

durante la miogéncsis humana, estos cnmbios pueden estar pre.se!! 

tes en la vida posnatal y rülacionado~ con el crecimiento de la 

masa muscular por t:!l ejercicio ( 27 J • Los c<1mbios en proteína!:i 

del músculo pueden crear cambios a.ntigéni.cos induciendo una ro_'.:! 

puesta autoinmune anormal contra proteínas presentes exclusi­

vumente en etapas primarias de diferenciación y crecimiento del 

mGsculo principal.mente cuando el procoso de inervación por mo­

toncuron.:i es cstimul::i.do por factores locales producidos por el 

masculo (27,28). 

La reacci6n encontrada en los inmunoblot nos indica un r.!:. 

conocimiento antigeno-anticuerpo pero no se puede determinar si 

este anticuerpo representa importancia patogénica primaria o 

una respuesta secundaria a la destrucción neuromuscular. Sin e!!! 

bargo esto puede explicar varias interrogantes de esta enferme­

dad y motiva a la realización de investigaciones posteriores a 

nivel molecular sobre la inervación del músculo en pacientes 

con ELA. 
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