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1. RESUMEN

El sistema inmune puede contribuir al desarrollo de
enfermedades autoinmunes a través de numerosos mecanismos.
Moltiples estudios de la funcidén inmune en Esclerosis Lateral
amiotréfica (ELA) adn no han definido su posible participacién en
la patogenia (1). Sin embargo, se ha demostrado la presencia de
anticuerpos (Ac) en el suero de pacientes con ELA que reaccionan
con varias proteinas de miscule fetal de rata. Esto puede
representar una respuesta inmune humoral contra un grupo de
proteinas efimeras, relacionadas con el proceso de diferenciacién
o de inervacion - denervacién del misculo que ocurre en el

desarrollo fetal (2).

En el presente trabajo tratamos de establecer un modelo
experimental de ELA, inmunizando conejos con proteinas de misculo
esquelético fetal de rata. Mediante técnicas inmunoldgicas como
Westernblot, histoquimicas, histoldgicas y estudios
electrofisiolégicos, se analizaron los efectos de dichos Ac en
misculo esquelético y médula espinal. Los resultados obtenidos
en Westernblot muestran una intensa reaccién contra las proteinas
fraccionadas en los geles de poliacrilamida, sin embargo, en el
estudio electrofisiolégico, histoldgico e histoquimico no se
observan alteraciones o cambios patolégicos semejantes a los
observados en la ELA en misculo esquelético y neuronas motoras de

astas anteriores de médula espinal.

(1)



Probablemente los anticuerpos contra proteinas de misculo
fetal de rata previamente encontrados en el suero de pacientes
con ELA, se presenten en etapas terminales de la enfermedad o
bien se requiera de mayor tiempo para apreciar algun dafio en los

modelos experimentales.



2. ANTECEDENTES

La Esclerosis Lateral Amiotréfica (ELA) es una enfermedad
neuromuscular de etiologia desconocida. Miltiples estudios har
buscado factores autoinmunes como la presencia de anticuerpos en
suero de pacientes con ELA contra factores liberados por misculo
esquelético (4,5). Gurney y colaboradores reportaron que el suero
de pacientes con ELA suprime el creclimiento del nervio terminal
de rata, inducido por toxina botulinica, sugiriéndo por andlisis
de inmunoblot que la actividad bloqueadora es mediada por
autoanticuerpos que reaccionan con una proteina de 56 kilodaltons
en cultivo de misculo de rata (6}. Sin embargo, este hallazgo no
ha sido comprobado por otros autores demostrando gque no hay
patrén de bandeo tnico o caracteristico de ELA {4). Se ha
demostrado que en suero de pacientes con LA no existen
anticuerpos (Ac) dirigidos contra neuronas motoras aisladas de un

paciente que murié de ELA y cultivadas por 24 a 72 horas (1,3).

Se han observado alteraciones en el metabolismo de
glutamato, siendo este uno de los principales neurotransmisores
excitatorios de 1la via corticoespinal, que se encuentra
intensamente afectada en la ELA. Las concentraciones de
aspartato, glutamato y glicina estdén ligeramente elevadas en el
plasma de estos pacientes. Sin embargo no se observa relacidén
entre los niveles de dichos aminodcidos con 1la severidad y

duracién de la ELA (21).



Otros estudios han demostrado la presencia de Ac contra el
gangliésido GMl, que son un grupo de glicolipidos de funcidn
desconocida presente en las membranas de células neuronales,
especialmente en las terminaciones nerviosas; siendo este el mas
abundante en mielina (22,23,24). Existen evidencias apoyando que
factores liberados por el misculo esquelético estimulan el
crecimiento y sobrevivencia de motoneurona (10). Proteinas
liberadas del wmusculo esquelético humano, de rata y ternera,
tienen efectos similares en la supervivencia neuronal,
crecimiento neurftico y aumento de sintesis de acetilcolina.
Dichos efectos son especificos del misculo esquelético, se han
probado extractos de otros tejidos, incluyendo muscule cardiaco,
cerebro, higado, bazo y rifién, no tienen efectos sobre procesos
de crecimiento o densidad de células de astas ventrales. Los
factores tréficos que influyen en la supervivencia y crecimiento
dec motoneurona son liberados continuamente para estimular el axon
motor y reinervar los misculos que se denervan o aumentan de
volumen {45). Probablemente éstos factores estén relacionados con
la patogenia de ELA. En un estudio previo nosotros demostramos la
presenc.: Jle auto-anticuerpos contra proteinas de misculo fetal
de rata en suero de pacientes con ELA. Al hacer reaccionar los
sueros de estos paclentes con proteinas fraccionadas en geles de
poliacrilamida de misculo esquelético normal, denervado humano de
rata y de un nific recién nacido no hubo reaccién. Sin embargo se
observaron bandas reactivas con algunas proteinas de misculo
fetal de rata, cinco veces mds frecuentemente en los sueros de
ELA que en controles (figura 1). Esta reaccién nos indica que

hubo un reconocimiento antigeno-anticuerpo, los- resultados



parecen estar relacionados a una respuesta inmune humoral contra
un  grupo de proteinas efimeras del misculo esquelético
relacionadas con el proceso de diferenciacion o de inervacién-
denervacién del midsculo que toma lugar durante el desarrollo
fetal. Tuvimos particular interés en el misculo fetal en las
ultimas etapas de desarrollo embridnico por el intenso
crecimiento neuritico y la constante actividad de
inervacidén/denervacién como un proceso normal de interaccidn

neuromuscular.

Sin embargo no podemos determinar si estos anticuerpos estédn
relacionados con la etiologia de la enfermedad o bien es una

respuesta secundaria a la destruccidén neuromuscular (2).



3.INTRODUCCION

La Esclerosis Lateral Amiotréfica (ELA) es una enfermedad
crénica de etiologfa desconocida, caracterizada por atrofia
progresiva 'y Ffatal de 1la musculatura esquelética, debida
principalmente a la degeneracion de les neuronas motoras de las
astas anteriores de la médula espinal, tallo encefdlico y en

menor grado corteza cerebral (7).

Manifestaciones clinicas (7,8)
&) Atrofia muscular: En la mayoria de los casos (84%) comienza
en la parte distal de miembros superiores y progresivamente
asciende afectando antebrazo, cintura escapular, deltoides vy

misculo supra espinoso (figura 2).

b} Fasciculaciones: Es un signo temprano que puede preceder a
la atrofia y debilidad muscular y corresponde a contracturas

aisladas y espontdneas de fibras musculares.

c) Sindrome piramidal: La caracteristica mds importante de la
amiotrofia es que estd acompafiada por signos de lesién de las

vias piramidales como aumento en los reflejos miotdticos.

d) Sindrome bulbar: Algunos pacientes con ELA sufren dafio en
las neuronas motoras bulbares inferiores, y presentan trastornos
del habla, dificultad para la fonacion, disfagia, pérdida del

reflejo nauseoso y fasciculaciones del misculo de la lengua.



La distribucidén de ELA parece ser similar en todo el mundo;
sin embargo, en algunas &reas es endémica, particularmente la ELA
que afecta a los habitantes del dgrupo étnico chamorro en las
islas de Guam y otras del grupo Mariana en el Pacifico Sur. La
tasa de frecuencia anual en el resto del mundo varia de 0.4 a 1.8
por 100,000 habitantes., El promedio por sexo es mayor en
hombres, en proporcién 1.5 o 1.6; es una enfermedad predominarte
de la edad adulta, con un promedio de inicio entre los 50 y 60
aflos (7,9). La etiologia es desconocida, se han propuesto
diferentes hipdtesis que tratan de explicar su patogenia tanto
infecciones virales, alteraciones hormonales, genéticas o

inmunoldgicas (10).

Se han utilizado varios tratamientos incluyendo vitamina E,
D y Bl2, penicilamida y otros agentes quelantes, amitriptilina,
DOPA, extracto pancredtico, agentes antivirales, amantadina etc.
Actualmente se utiliza el Dn-417, un ané&logo de 1la hormona
liberadora de la ‘tirotropina, que tiene menor actividad
endocrina pero mayor efecto estimulante en las células de las

astas anteriores (8,11,12,13).
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FIGURA 1

Inmunoblots de protefinas de misculo fetal de rata, incubados con
30 sueros de pacientes con ELA. a} Marcador de pesos moleculares,

b) electroforesis de proteinas de misculo fetal tefiidas con

amidoblack.



FIGURA la

Inmunoblots de proteinas de muisculo fetal de rata incubados con

30 sueros controles. a} sujetos ganos, b) paciertes con

Miastenia Gravis, c) pacientes diabéticos.



FIGURA 2

Paciente con ELA, obsérvese la disminucidn de la masa muscular
adquiriendo un aspecto cadavérico {tomada de Human motor neuron

diseases; Rowland L.}.

(10



3.1 ANATOMIA DE LA MEDULA ESPINAL

La médula espinal estd constituida de substancia blanca,
formada principalmente por axones agrupados en tractos, Yy
substancia gris. donde estdn los cuerpos celulares con sus
dendritas y células gliales. La substancia gris, en cortes
transversales se observa su forma de H o mariposa y esta
subdividida en dos astas anteriores en las cuales se encuentran
los micleos motores que inervan el misculo esquelético y dos
astas posteriores (17).

La substancia gris ha sido mapeada en 10 ldminas celulares
orientadas en sentido dorsoventral (ldminas de Rexed); este
sistema de divisién proporciona una identificacién precisa de
dreas de interés (figura 3) (31). Las ldminas I a IV corresponden
a la caﬁeza del asta dorsal; la V al cuello y VI a la base. La
lamina VII se encuentra en la zona intermedia entre las astas
dorsal y ventral, la VIII y IX se hallan en el asta ventral y la

X se ubica en torno al conducto ependimario.

Lamina I. Formada por células pequefias medianas y grandes,
Lamipa TI. Contiene células pequefias densamente acumuladas
especialmente hacia la parte dorsal de la lémina. Corresponde a

la substancia gelatinosa de Rolando.

Lamina III. Sus células son menos agrupadas que la de 1l&minas

anteriores y son generalmente de mayor tamafio.

(11)



Lamina IV. Sus células estdn diseminadas y son de volumen

variable. Hay gran numero de fibras en esta capa.

Lédmina V.- Se divide en dos zonas, medial y lateral; esta udltima

contiene mids células que la porcidn medial.

Lamina VI. Dividida en dos zonas, medial y lateral. La primera
contiene células mds pequeflas y densamente acumuladas que 1la

parte lateral.

Lamina VII. En esta l4mina se halla el nudcleo de Clarke hacia la

parte medial y el nucleo intermedio lateralmente.

Lamina VIII. Sus células son en gran parte, de forma estrellada o

',triangular y de tamafio variable.

Lamina IX. Incluye neuronas motoras cuyos axones forman las
raizes anterlores de los nervios espinales e lnervan los misculos
esqueléticos. Tales células wvarfan en tamaflo, especialmente
aquellas que emergen las fibras eferentes gama hacia los husos
neuromusculares. Sin embargo mds numerosas que estas neuronas
mayores son las neuronas chicas encargadas de establecer

circuitos 1locales en el cuernc ventral.

Lémina X. Comprende las comlsuras grises dorsal, ventral y la

zona contigua al conducto (17}.

t12)



La' médula espinal estd dividida en cuatro regiones con
diferente nuimero de segmentos: 8 cervicales, 12 torécicos, 5
lumbares y S sacros; la apariencia transversal del cordén espinal
difiere a cada nivel. En la regidén lumbar y sacra la substancia
dgris es mayor respecto a la blanca, porque estas reglones
contienen 1los cuerpos celulares de las neuronas motoras e
interneuronas que inervan los miembros inferiores y el tronco. En
la regién tordcica es mds delgada que la regidén cervical, que
contiene numerosas fibras que inervan los miembros superiores,

asi como tractos fibrosos que ascienden y descienden (figura 4).

(.13 )



FIGURA 3

Mapeo de la substancia gris en 10 léminas celulares

(ldaminas de Rexed)

(1)
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FIGURA 4
Morfologia de la substancia gris a diferente nivel

de la médula espinal.

{15}



3.2 MUSCULO ESQUELETICO

El misculo esquelético estd formado por células
multinucleadas cilindricas agrupadas estrechamente en haces
paralelos y fasciculos reunidos por tejido conectivo formando
una sola unidad anatémica y funcional (33). Las fibras musculares
se dividen en miofibrilias que exhiben un repetido bandeo obscuro
(bandas A) y claro {(bandas 1) alineado al de la miofibrilla
adyacente, formando el tipico patrén estriado de 1la fibra
muscular. Las miofibrillas estdn formadas por unidades menores
llamadas miofilamentos finos y gruesos, constituidos por dos

protefnas diferentes actina y miosina respectivamente (42).

Las fibras musculares han sido clasificadas en dos tipos 1y
2. Este udltimo se subdivide en 2a, 2b y 2c. Con la reaccién de la
enzima ATPasa a pH 9.4 las fibras de tipo 1 son claras y las de
tipo 2 son obscuras; con una preincubacién a un pH 4.6 la
reaccién es invertida, a un pH de 4.3 se revelan dos subtipos de
las fibras tipo 2: las 2a, que permanecen claras, las 2b en un
tono intermedio y obscuras las tipo 1. Las fibras 2c¢ reaccionan

fuertemente a pH 9.4 y 4.6 {20).

Otra reaccidén a través de la cual pueden ser reconocidas los
tipos de fibra es la NADH tetrazolium reductasa (NADH - TR). En
esta reaccién de enzimas oxidativas, las fibras tipo 1 son
obscuras y las tipo 2 son claras (figura 5) {28). Estos métodos

histoquimicos permiten diferenciar los dos tipos de fibras, la

{16 )



ausencia de alguna enzima en particular, el exceso de algin
substrato o bien cambios estructurales que no pueden ser
visualizados con tinciones histolégicas (28). El1 desarrcllo de
las fibras varia ligeramente de hombre a mujer; las tipo 1 tienen
un didmetro promedio similar para ambos sexos, pero las tipo 2
son mé&s pequefias en la mujer. Histograficamente, cuando se trata
de misculo normal, la curva muestra un solo pice para los dos

tipos de fibra (figura 6 y 7).

Los padecimientos que afectan la neurona motora inferlor
estdn asocliados con cambios patolédgicos caracteristicos del
misculo; hay reduccién del didmetro de la fibra, el nlcleo
adquiere forma pignética. Las fibras atréficas generalmente se
agrupan, incrementando en ndmero a medida que aumenta la
denervacién. Andlisis histogrédficos muestran uma configuracién
bimedal (figura 8), en la degeneracién de neurona motora no todas
las células estdn involucradas simultdneamente y las fibras
musculares no dafiadas se hipertrofian debido a que reemplazan la
funcién de las fibras atrofiadas, que han perdido su terminal
nerviosa. Las neuronas que sobreviven ramifican sus terminales

para reinervar grupos de fibras musculares denervadas (27,28).

(.17}
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FIGURA 5
ldentificacién de los tipos de fibras musculares con métodos
histoquimicos: A) ﬁADH—TR las fibras tipo 1 son obscuras y las
tipo 2 son claras. B) ATPasa 9.4 tipo 2 son claras y tipo 1

440X obscuras (tomada de Muscle Biopsy; Dubowitz V.)

(18 )



Tipo de fibra muscular 1 2A

2B

Didmetro prowecdio 52 59

59

Porcentaje de fibras a8 22

s & 8
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NUMERO DE FIBRAS
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FIGURA 6
A) Corte transversal de un misculo de un hombre adulto normal,
mostrando los diferentes tipos de fibras {(tipo 1 claras y tipo 2
obscuras) RTPasa 55X B) Representacién histogrédfica del didmetro
y numeroc de distintos tipos de fibras. (tomada de Muscle Biopsy

Dubowitz V.)

(19 )
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Tipo de fibra muscular

1 2A 2p
Difmetro promedio 52 54 41
Porcentaje de fibras 48 22 30
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FIGURA 7
A) C(.cvte transversal de un miscule de una mujer adulta.

Obsérvese la distribucidn de los diferentes tipos de flbras (tipo

1 cliras y tipo 2 obscuras) mostrando el tipico patrén de mosaico

ATPasa 55X, B) Representacion histogréfica del didmetro vy

distribucién de los distinto tipos de fibras. {tomada de Muscle

Biopsy; Dubowitz V.)

{20)
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Tipo de fibra muscular 1| 2n (2B
Didmetro promedio 46 26 46
Porcentaje de fibras 44 7 49
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A) Corte transversal de un misculo denervado.

distribucidén irregular de

los diferentes

tipos

Obsérvese 1la

de

fibras,

agrupéndose y perdiéndose el tipico patrdn de mosaico ATPasa 55X,

B} Representacién histogrdfica mostrande 2 picos especialmente

para las fibras tipo 1 y 2B.
v.)

(tomada de Muscle Blopsy Dubowitz

(21




3.3 ELECTROMIOGRAFIA

La actividad de las unidades motoras de un misculo puede ser
registrada por la electromiografia (EMG). Se realliza con 1la
insercion de electrodos en forma de aguja en los misculos a
examinar; al efectuarse el movimiento voluntario, se activan las
fibras musculares que forman las unidades motoras y la suma de
sus potenciales dan el potencial total de la unidad, que es
registrado y amplificado. La EMG es importante en el diagndstico
de padecimientos que afectan la motoneurona, la unidn
neuromuscular o el misculo; por este procedimiento es posible
investigar en un caso determinado que wisculo o misculos estédn
total o parcialmente denervados, como en el caso de ELA donde hay
degeneracién de neurona motora {32}. Cuando una neurona motora
es destruida o un axén es seccionado, éste degenera después de
varios dfas. Las fibras musculares previamente inervadas por las
ramificaciones del axén muerto no siguen juntas come unidad
funcional. Por razones aun desconocidas, de 8 a 12 dias después
de la muerte del axdén las fibras denervadas desarrollan actividad
esponténea, aun cuando no se haga esfuerzo por contraccién
muscular, potenciales de axdn fluyen sin cesar a lo largo de las
fibras musrulares denervadas, cada fibra descarga a su propla
frecuencia y sin relacién con la actividad de fibras vecinas
resultando un conglomerado irregular de potenciales difdsicos.
Esta actividad se denomina fibrilacidn, a diferencia de las

fasciculaciones, que son contracciones sincronizadas de grupos de

{22



fibras musculares unidas entre si por un solo axdén constituyendo

una unidad motora; ambas son signos de la ELA (19,32).

(23



3.4 PATOLOGIA DEL SISTEMA NERVIOSO

Los cambios patoldgicos del sistema nervioso central han
sido extensamente revisados., Las neuronas motoras del tallo
cerebral y de la médula espinal muestran atrofia, acumulacidén de
lipofuscina intracitopldsmica y nucleo desplazado, con severa
pérdida celular. Son frecuentes las inclusiones
intracitoplasmédticas, células fantasma las cuales tienen reducida
la substancia de Nissl y neuronas cromatoliticas mostrando nicleo
desplazado a la periferia, los cuerpos de Nissl se desintegran y
llegan a desaparecer, la célula adquiere una forma redondeada y
sus bordes se hacen irregulares. En el tallo cerebral el nicleo
hipoglosal es el més afectado; ~l nicleo motor trigeminal y
facial estédn involucrados, pero el oculomotor, troclear vy
abducente, relacionados con el movimiento de los ojos no son
afectados (30). Algunos estudios sugiesren que existe alteracién
histopatoldgica especifica en las células gliales {ntimamente
asociadas éon cambios degenerativos en algunas neuronas de la

corteza motora primaria (8).

En pacientes con prominentes signos de neurona motora
superior existe una pérdida severa de las células de Betz y de
otras neuronas piramidales de la corteza mctora con una amplia

degeneracidén de los tractos corticoespinales (8).

Estudios cuantitativos han mostrado una importante

disminucidén en el ndmero de las grandes neuronas motoras en la

(24 )



médula espinal a nivel cervical y lumbar (figura 9). En el tallo
cerebral, los ndcleos de los nervios craneales muestran cambios
similares a aquellos vistos en las neuronas motoras de los
cuernos anteriores Los nervios motores periféricos muestran
atrofia, 1los misculos distales presentan caracteristicas de
atrofia neurogénica. En aproximadamenté 60% de pacientes con ELA
ha sido observada aumento en la actividad de colagenasa en la

piel (28,29,30).

g (25 )



FIGURA 9

Corte transversal de la médula espinal a nivel cervical. Severa
perdida neuronal del asta anterior (abajo) caracteristica
patolégica de la ELA contrastando con una poblacién. normal
{arriba). Cluver Barrera 25X (tomada de Neuropathology:

Greenfield's}

(26 )



FIGURA 9a

Cromatolisis en células del asta anterior a nivel lumbar. a)
nicleo desplazado a la periferia b) los cuerpos de Nissl se
desintegran vy desaparecen c) micropilo. Tianina 400X (tomada de

Greenfield’'s).

(27



4. HIPOTESIS

Si- los anticuerpos contra proteinas de misculo fetal de rata
encontrados previamente en suero de pacientes con ELA juegan un
papel etiolégico importante en éste padecimiento, la induccidén de
'antlcuerpos contra dichas proteinas probablemente produzcan a
largo plazo trastornos en los mecanismos naturales de

reinervacién originando un cuadro similar a ELA.

{28 )



5.~ OBJETIVO

El objetive de este trabajo es evaluar el efecto de los
anticuerpos contra proteinas de musculo esquelético fetal de rata
en el sistema nerviosos central y misculo esquelético de animales
adultos, inmunoldgica, morfoldgica y funcionalmente. Tratando de

desarrollar un modelo animal de ELA,



6. MATERIAL Y METODO

Se utilizaron 14 conejos Nueva Zelanda de 5 meses de edad,

10 fueron controles y 4 experimentales.

6.1 PREPARACION DEL ANTIGENO (Ag):

El misculo fetal se obtuvo de las extremidades posteriores
de fetos de rata de 18 dias de gestacidn. Se homogenizdé y sonicé
en solucién salina (1 gr. de misculo por mililitro de NaCl 0.9%)
sobre hielo 3 veces en un total de 10 minutos. El homogenizado se
centrifugsé a 15,000 rpm a 4°¢C durante 30 minutos y se colectd el
sobrenadante. La determinacidén de protefnas se hizo seguin el
método de Lowry et al (1915), usando albumina de suero bovino

(ASB) como estandard (14).

6.2 ESQUEMA DE INMUNIZACION

Antes de empezar el esquema de inmunizacién, se sangraron

los conejos para obtener el suero control (preinmune).

Después fueron inoculados con dos inyecciones subcutdneas de
0.5 a 1.0 ml (300 pg/ml de proteina) del extracto volumen a
volumen con el adyuvante completo de Freund, a intervalcos de 7

dias.
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Siete dias mds tarde se les inyectd por via intramuscular la
misma emulsidn. Después de una semana los animales recibieron
otra inyeccidn intramuscular de una emulsidn hecha con extracto
mds adyuvante incompleto de Freund en proporcidén 1:1; esta
inyeccidén se repitio cinco veces a intervalos de una semana y
después fue repetida cada mes como refuerzo. Siete dias después

de la ultima inmunizacién fueron sangrados (4l1).

6.3 WESTERNBLOT

a) Electroforesis vertical

El extracto proteico de masculo esquelético Ffetal se
fracciond en geles discontinuos de poliacrilamida y sulfato
dodecil de sodio (PAGE-SDS) se mezcld volumen a volumen en
amortiguador -de la muestra (0.08.mM Tris-HC1 pH 6.8, 0.1 M de B
mercaptoetanol, 1% de SDS, 1% glicerol y 0.2% de azul de

bromofenol), la mezcla fue calentada a 100°C por 3 minutos.

Se realizé en el Protean II vertical cell (Bio-Rad) en
amortiguadores discontinuos de SDS de acuerdo a Laemli (15) a
42C. Se aplicaron 30 mA para el gel superior y 35 para el
inferior durante .4 horas con un agitador magnético para asegurar

la continua mezcla del amortiquador.
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Terminada la electroforesis, una parte del gel fue tefiida
con azul de Comassie R-250 y el resto fue transferido a membranas
de nitrocelulosa. El peso molecular de las proteinas fue
determinado tomando en cuenta la migracién de las proteinas

estandar.

b) Electrotransferencia

El extracto proteico previamente fraccionado en geles de
poliacrilamida fue transferido a membranas de nitrocelulosa (MNC)

como ha sido descrito previamente (16).

Los geles y las membranas de nitrocelulosa (0.45 micrémetros
tamafio del poro) fueron preequilibradas en amortiguador de
transferencia (25 mM Tris-HCl1 pH 8.5, 192 mM de glicina 20% v/v
de metanol pH B8.3) durante 20 minutos para eliminar parcialmente

el SDS en el caso del gel.

El antigeno fue transferido a la MNC de la siquiente manera:
Se colocaron dos hojas de papel filtro (Whatman No. 4) sobre un
cojinete o esponja, que a su vez se montaron en el marco de la
cdmara de electrotransferencia (transblot cell Bio-Rad); el papel
filtro fue humedecido con amortiguador de transferencia. Se
colocé en seguida el gel en el papel filtro y se agregaron 20 ml
del mismo amortiguador, fue colocada culdadosamente 1la MNC,
evitando la formacién de burbujas. Sobre la MNC se colocaron dos
hojas de papel fliltro previamente humedecidas, la otra fibra o

esponja y el segundo marco de pléstico. El conjunto fue
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verticalmente en la camara de electrotransferencia, la cual se
llené con amertiquador de transferencia, quedando el polo
positivo del lado de la MNC y el negativo del lado del gel; se

aplicd una corriente continua de 1 Amperio por 1 hora (16,34).

Terminada la electrotransferencia, la MNC se recortéd en
carriles de 0.5 cm de ancho. Para comprobar la transferencia de
proteinas, dos tiras se tiferon con amido black 0.1% en 45% de
metanol y 10% de dcido acético 2 minutos y se destiiieron con

metanol al 20% y ac. acético al 1%.

c) Inmunodeteccidén

Después de la transferencia de proteinas, la MNC se incubd
con albumina de suero bovino (ASB) al 3% a 4°C durante 1la noche

para bloguear los sitios libres en el papel.

La nitrocelulosa fue lavada 4 veces con agitacién lenta
durante periodos de cinco minutos con amortiguador de fosfatos
(PBS) tween-20 al 0.1%. Se incubdé con los sueros de los conejos
obtenidos antes y después de la inmunizacién diluidos 1:20 en PBS
toda la noche a temperatura ambiente. Las membranas se lavaron
nuevamente y se incubaron con el seqgundo anticuerpo marcado,
proteina A biotinilada, diluida 1:400 en PBS tween-20 al 0.1% 1

hora con agitacién lenta, a temperatura ambiente (33).

Posteriormente, se incubaron con estreptoavidina peroxidasa

diluida 1:400 en PBS tween-20 al 0.1% por 30 minutos con
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agitacion lenta, se lavaron 3 veces por 5 minutos con PBS.
Finalmente se Incubaron de 2 a 5 minutos en una solucién que
contenia 25 mg de diaminobenzidina en 50 ml de PBS y 150 pl de
H202 (perdxido de hidrdgeno) al 3% (figura 10). Al término de la
reaccion, las MNC se lavaron en agua destilada, se secaron, se

protegleron de la luz y se procedidé a su andlisis (33, 34).
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6.4 DOBLE DIFUSION {(OUCHTERLONY}

Se realizaron inmunodifusiones en placas de agar al 1l%. Se
disolvié 1 gr. de agar en 100 ml de buffer de fosfatos 0.15 M,
afladiendo 40 mg de mertiolate como conservador; la mezcla se

calenté a 100°C con agitacidén para disolver el agar.

Se colocaron 3 ml de la mezcla en portaobjetos limpios
dispuestos sobre una superficie plana. Cuando se enfrid, se marcé

el siguiente patrdn:

(ONC) o e
ONONGe) O®O0
ON®; (ONNO)

Los pozos se llenaron con 20 pl de cada una de las muestras de la
siguiente manera:

a) Antigeno concentrado

b) Suero inmune concentrado y diluido (1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32)
c) Suero concentrado

d) Antigeno concentrado y diluido (1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32)

Los sueros o antigenos difundieron por dos dias en cdmara
hiimeda a temperatura ambiente. Se lavaron con solucién salina al
0.9% haciendo cambios cada hora. Se colocd un papel flltro scobre

la placa cerca de un ventlilador para secar el gel.
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Posteriormente se tifieron con azul de Comassie por 1 hora,

finalmente se destifieron con &cido acético al 10% (18).
6.5 ELECTROMIOGRAFIAS

El estudio electromjogrdfico se realizé antes de sacrificar
los animales. Un electrodo concéntrico en forma de aguja se
inserté en el misculo gastrocnemio del miembro inferior derecho y
fue valorada la actividad muscular a la insercidn, durante el
reposo y a la contraccicon voluntria, en un equipo de reo .0 de
respuestar fisioldgicas (Nicolet-compact four} manteniendo al

animal inmobilizado.
6.6 ESTUDIO HISTOLOGICO

Dos afios después de iniciada la inoculacidén de proteinas de
misculo fetal, los conejos se sacrificaron mediante anestecia con
2 ml de Ketalar via intravenosa y se exsanguinaron por puncién
cardiaca, se realizé biometria hemdtica y quimica sanguinea.
Inmediatamente se obtuvo un fragmento de misculo intercostal,
soleo y gastrocnemio para realizar cortes por congelacién.
Postériormente se perfundieron con glutaraldehido al 2.5% con
amortiguador de cacodilatos 0.1 M, pH 7.4 y se extrajo la médula

espinal. Las muestras se procesaron de la siguiente manera:

Fragmentos frescos de misculo intercostal, gastrocnemio vy

soleo se cubrieron con talco, se montaron en la platina de
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criostato con tissue-tek II, se congeld el conjunto en nitrdgeno
liquido, se hicieron cortes de 6 micrémetros de grosor en
criostato (Reichert Histostat) se realizaron 1las siguientes
reacciones Thistoquimicas y tinciones histoldgicas, con la
finalidad de medir el didmetro, observar la distribucién vy

morfologia de las fibras musculares tipos 1 y 2:

ATPasa pH 9.4, 4.6 y 4.3
NADH~TR
Hematoxilina Eosina (HE)

Tricrémico modificado de Gomori

En las muestras de misculo intercostal se realizé la técnica

de colinestersa Namba para observar las uniones neuromusculares.

La médula espinal se fijé en formol al 10% durante 15 dias,
se proceso histoldégicamente, se incluyo en parafina y se hicieron
cortes de 6 micrdmetros en microtomo (Reichert Histostat rotatory
microtome}, se tifleron con Hematoxilina Eosina para identificar

cambios morfoldgicos en neuronas motoras de astas anteriores.
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6.7 HORFOMETRIA DE FIBRAS MUSCULARES

Para el estudio morfométrico se tomaron en cuenta los

siguientes parametros:

1.- Proporcidén de fibras

2.- Porcentaje de nicleos centrales

3.- Didmetro de fibra muscular

4.~ Coeficiente de variabilidad

1.- Proporcion de fibras musculares

Se realizd en el musculo gastrocnemio o soleo en la reaccién

de ATPasa pH 9.4 o NADH.

Se contaron 110 fibras de tipo 1 y 2 tomando en cuenta el
color. Para la reaccién de ATPasa pH 9.4, las flbras tipo 1
son claras y las tipo 2 son obscuras y en NADH es al

contrario.

Porcentaje de nilcleos centrales

En misculo gastrocnemio y/o soleo cortados transversalmente,
keﬁidos con Hematoxilina Eosina (HE) y/o tricrémico
modificado de Gomori se contaron 300 fibras musculares y de

estas cuantas tenfan nucleos centrales.
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Didmetro de las fibras musculares
Se midid el didmetro de 100 fibras tipo 1 y 100 tipo 2, en
preparaciones con ATPasa pH 9.4 o NADH, usando un graticula

ocular.

Coeficiente de variabilidad {CV)
Se obtiene multiplicando la Desviacidén Standard (D.S.)} por
1000 y dividiendo entre el valor de la media, para cada tipo

de fibra.
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7. RESULTADOS

En la separacidén eiectroforética de protefnas de misculo

esquelético fetal son visibles varias bandas (figura 11).

Cuando son incubadas con los sueros obtenfdos antes de
inmunizar los animales, no se observan lineas reactivas; en
contraste, cuando se incubaron con las muestras obtenidas después
de inmunizarlos, se observan miltiples bandas ubicadas a
diferente peso molecular, que variaban entre 20 a 92 Kd. No se
encontré reaccion a una proteina en comin, sino a multiples
proteinas (figura 12). En los sueros control presentaban dos
bandas en comun {figura 13). La misma reaccidén pudo observarse en
las inmunodifusiones realizadas para cada muestra (figura 14). El
estudio electromiogrdfico en ambos grupos muestran un patrén
normal, sin ninguna alteracién en el registro que indicara un
proceso de denervacidn (fasciculacioén y f:.brilaciones) (figura

15).

Los nlcleos centrales se observan en un porcentaje minimo de
. 0.37 y un méximo de 2.2 de las fibras del misculo gastrocnemio y
soleo de ambos grupos, quedando dentro del intervalo normal
(tabla y grdfica II). No se observa infiltrado inflamatorio o
fibrosis intersticial, ni Ffiguras de necrosis o fagocitosis

(figura 16).
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La proporcién o distribucién de las fibras musculares se
muestra en la reaccidén de NADH para ambos grupos. En el misculo
soleo predominan las fibras tipo 2 obteniendo un 71.43 y 72.38
por ciento para el grupo experimental y control respectivamente
(figura 17). En el misculo gastrocnemio (figura 18) 1la
distribucién es homogénea, para ambos tipos de Cfibras 50.55,
49.38 y 48.45, 51.52 por ciento para el grupo control vy
experimental respectivamente observandose un comportamiento
semejante en ambos mlsculos y grupos (tabla y grafica 1). En la
reaccién de ATPasa pH 9.4 en ambos misculos no hay grupos de
fibras atréficas ni fibras  Thipertréficas; el didmetro promedio
es de 50 micrémetros semejante a nuestro grupo control (figura

19).

Los valores del coeficiente de variabilidad (C.V.) de las
fibras tipo 1 y 2 del grupo control en ambos musculos es menor al
valor normal de 250. En contraste, en el midsculo soleo y
gastrocnemio del grupo experimental el CV de las fibras tipo 2 y
1 respectivamente es ligeramente mayor al 250 (268 y 287 para
cada uno} lo cual indica que hay una pequefia variabilidad en el
didmetro de la fibra (Tabla IV y V). Sin embargo, tales fibras
no se consideran hipertrdficas (didmetro mayor a 80 micrémetros)
o atréficas (menor a 30 micrémetros). El promedio del didmetro de
fibras para ambos grupos se encuentra entre 40 a 50 micrémetros,

considerado dentro de valores normales.
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Analizando estadisticamente los resultados mediante la prueba
no paramétrica de Mann Whitney, no hay diferencia significativa

en ambos grupos para cada parémetro medido (p>0.095)

El andlisis histoldgico de las neuronas motoras de las astas
anteriores de médula espinal del grupo experimental, comparado
con el grupo control, no mostré cambics morfoldgices que
indiquen algin proceso degenerativo; muestran blen definido tanto
su cuerpo como los organelos celulares, nucleo prominente, su
nucléolo y cuerpos de Nissl muy nitidos, no hay perdida celular

{figura 20, 21 y 22).

Las uniones neuromusculares observadas con la técnica de
colinesterasa-Namba presentan la terminal axonal haciendo
contacto con la fibra muscular en ambos grupos. En el caso del
grupo experimental, no hay ramificaciones colaterales a la fibra
adyacente o algin otro proceso que indicara denervacién (figura
23). Los andlisis clinicos indican que ambos grupos se

encuentran dentro de valores normales (tabla VI).
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T-1
33,63
33.33
10.50
36.36
28.55
10.26

26.36
20.90
24.30
17.27
36.66
24,54
37.81
29.36
28.20
30.63
27.60

6.10

PROPORCION DE FIBRAS MUSCULARES

Soleo

T-2
66.36
66.66
89.09
63.63
71.43
10.26

73.63
79.09
75.67
82.72
63.33
75.45
62.18
70.63
71,79
69.36
72.38

6.10
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TABLA II.

WO e

10
11
12
13
14

L]

DE

PORCENTAJE DE FIBRAS CON NUCLEOS CENTRALES

EXPERIMENTAL
Gastrocnemio Soleo
1.48 0.37
1.48 1.85
1,80 1.48
1.40 0.37
1.54 1.01
0.15 0.66

CONTROL
1.48 0.37
0.74 2.22
1.11 0.37
0.37 0.37
1.80 1.85
0.74 1.48
0.37 1.11
1.80 0.74
1,11 0.74
0.74 0.74
1.02 0.99

0.50 0.62
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TABLA IIX.

Didmetro
11 - 20
21 - 30
31 - 40
41 - 50
sl - 60
61 - 70
711 - 20
21 - 30
31 - 40
41 - 50
51 - 69
61 - 70

PORCENTAJE DEL DIAMETRO DE FIBRAS MUSCULARES

EXPERIMENTAL
Gastrocnemio
T-1 T-2
0.50
3.03 10.60
24.49 23.73
39.89 24.74
17.42 14.39
15.15 26.01
CONTROL
0.10
1.51 0.10
17.77 10.47
28.78 23.92
16.36 19.51
35.45 45.97
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Soleo

T-1

3.53
18,18
36.86
26.01

8.58

6.81

0.70
4.04
27.87
34.24
18.48
14.64

T-2

7.57

15.40
19.44
15.40
36.36

c.20
0.70
8.38
20.40
19.39

50.90



GRAFICA 3. PORCENTAJE DEL DIAMETRO DE FIBRAS MUSCULARES

SOLEO

GASTROCNEMIO

€0+

20 33 4D 60 80 TC

20 30 <0 60 €o

20 30 <0 50 60 70

20 30 40 60 80 7O

CONTROL

nro 2

EXPERIMENTAL

CONTROL

LJvweo2

EXPERIMENYAL

Z31r01

ETneca



TABLA IV

MUSCULO GASTROCNEMIO

FIBRAS TIPO 1

FIBRAS TIFO 2

EXPERIMENTAL
No. X D.E. c.v.
1 54.0 11.90 220.3
2 41,5 9.57 230.2
3 53.7 12.00 223.0
4 50.6 9.14 180.6
X 49.9 10.65 188.5
1 47.3 14.77 312.2
2 51.9 13.70 263.9
3 41.6 12.08 289.9
4 58.2 12.21 209.7
X 49.7 13.19 268.9

X=Promedio del didmetro de la

fibra

D.E.=Desviacidén estandard

C.V.=Coeficiente de variabilidad

No.

9
10
11
12
13
14

X

5
6

11
12
13
14

L]l

CONTROLES

X D.E.
50.40 9.43
5G6.40 13.80
47.37 10.92
67.22 5.65
46.06 16.68
55.41 12.70
57.52 11.44
58.70 11.44
53.78 11.65
50.70 12.62
54.35  11.63
57.80 11.83
54.89 12.18
57.30 10.90
59.65 11.29
56.11 15.70
59,90 11.95
54.89 11.78
54,89 12.18
62,22 7.72
59.09 9.38
57.67 11.49

204.6
221.2
190.2
189.2
279.8

199.5

214.6

221.8

122.8

158.7

200.2



EXPERIMENTAL
No. X D.E.
1 50.0 13.30
2 34.4 12.10
3 30.2 9.28
4 42.3 9.58
X 51.5 10.41
1 61.96 10.20
2 53.78 11.12
3 29.30 11.10
1 61.21 9.24
X 51.56 10.41

TABLA V

MUSCULO SOLEO

FIBRAS TIPO 1

c.v.

266.0
350.8
306.7
226.7

287.5

No.

10
11
12
13
14

X

FIBRAS TIPO 2

164.6
206.7
378.8
150.9

225.2

X=Promedio del didmetro de la

fibra

D.E.=Desviacidén estandard

C.V.=Coeficiente de variabilidad

51

o N oo

10
11
12
13
14

=i

CONTROLES

X D.E.
37.12 10.90
49.94 14.90
50.30 9.68
47.92 11.67
45.30 9.35
54:79 9.34
60.90 9.17
52.20 11.80
41,31 8.92
45.50 8.80
48.52 10.45
51.60 12.78
60.00 10.00
60.40 11.30
60.00 10.80
52.98 12.82
63.43 11.88
66.03 7.39
62.22 12.27
49.47 11.32
65.00 6.51
§9.11 10.70

c.v.

293.6
298.3
192.4
243.5
206.1
170.4
150.4
226.0
215.9
193.4
219.0

247.6
166.6
187.7
180.0
241.9
187.2
111.9
197.2
228.8
100.1
184.9



TABLA VI.

Hemoglobulina (%)
Hematocrito (%)
C.M.H.G. (gr/dl)
Leucocitos {X10 )
Plaquetas (X10 )
Glucosa (mg/100 ml}
Urea (mg/100 ml)
Creatinina {mg/100 ml)
Acido Urico (mg/100 ml)

Proteinas
Totales (gr/100 ml)

Albumina (gr/100 ml)
Globulina (gr/100 ml)
Deshidrogenasa Lictica

T.G.O.
(Transaminasa Glutdmica)

T.G.P.
(Transaminasa Pirudvica)

Fosfatasa Alcalina
Colesterol (mg/100 ml)

Creatin Fosfocinasa

(P1/1t)
Aldolasa (PI/1t)

ANALISIS CLINICOS

VALORES NORMALES

14 ~

42 -

32 -

4X10 -~
150X10 -
78 -~

20 -

0.8 -

2.1 -

2.5 -

109 -
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18

52

36
1X10
450X10
155

40

3.0
193

30

37
92
83

235
7.6

GRUPO
EXPERIM.

12

38

32
7750
399000
126
37
1.5
0.32

121

14

22
30
33

338

GRUPO
CONTROL

13

40

33
9920
203242
151

38

1.7

183

13

18
23
76

700
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FIGURA 11
Electrofdresis en gel de poliacrilamida $DS al 10% tehido con
azul de Comassie R-250 de proteinas de misculo esquelético de
rata a diferentes dias de gestacion. 1) Marcador de pesos

moleculares, 2) 16, 3) 18 dias.
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FIGURA 12
Inmunoblots de proteinas de misculo esquelético fetal de rata
incubadas con sueros de conejo inmunizados con las mismas.
1) Marcador de pesos moleculares, 2} electroforesis de proteinas
tefiidas con amido black, 3) suero prelnmune, 4) 6 dias,

5) 2 meses, 6) 10 meses, 7) 2 aflos después de haber iniciado el

esquema de inmunizacion.
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FIGURA 13

proteinas de misculo esquelético fetal de rata incubados con
sueros control. 1) Marcador de pesos moleculares,
2) electroforésis de proteinas tefildos con amido negro, 3) sueros

control.
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FIGURA 14

Inmunodifusiones en geles de agarosa al 1%. 1) Sueros de conejos
inmunizados con protefinas de musculo esquelético de 18 dias de
gestaciodn, 2) suero de conejo control. a) Antigeno. b) suero
concentrade y diluido 1:2, 1:4, 1:8, 1:16 y 1:32; c¢) suero
concentrado, d) ant igeno concentrado y diluido como

anteriormente.
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FIGURA 15

Registro electromiogrédfico control en contraccidn mdxima que

demuestra patrén de interferencia completo. a) Potencial de

unidad motora.
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FIGURA 15a

Registro electromiografico experimental en contraccidn maxima que

demuestra patrén de interferencia completo. a) Potencial de

unidad motora.
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FIGURA 16

Corte transversal de misculo soleo, grupo control. Obsérvese la
morfologia normal de las fibras musculares, nucleos periféricos,

excepto uno central (flecha} H.E. 350X.
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FIGURA lé6a

Corte transversal de misculo soleo, grupo experimental. Obsérvese
la morfolegfa normal de las fibras musculares, nulcleos

periféricos excepto algunos centrales (flechas). H.E. 350X.
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FIGURA 17

Corte transversal de misculo soleo, grupo control. Obsérvese la
mayor proporcién de las fibras tipo 2 (claras) sobre las tipo 1

{obscuras) NADH 350X.
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FIGURA 18

Corte transversal de misculo gastrocnemio, grupo experimental. No
hay predominancia de ningin tipo de (fibra. Fibras tipo 1

(obscuras} y tipo 2 (claras) NADH 200X
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FIGURA 19

Corte transversal de masculo gastrocnemio, grupo experimental.
Obsérvese el dlémetro de ambos tipos de fibras (tipo 1 claras,
tipo 2 obscuras) es homogéneo, no existen fibras atréficas o

hipertréficas ATPasa pH 9.4 380X.
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FIGURA 20

Neuronas motoras del asta anterior de médula espinal, grupn
control. a) nidcleo, b) nucléolo, c) cuerpos de Nissl (filas de
cisternas de reticulo endoplésmico rugoso) d) neuropilo (conjunto

de prolongaciones dendriticas y axdnicas) H.E. 265X.
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FIGURA 21

Neurona motora del asta anterior de médula espinal, grupo
control. Obsérvese a mayor aumento sus organelos bien definidos:
a) nicleo b) nucléolo c) cuerpos de Nissl d)} neuropilo H.E.

690X.
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FIGURA 22

espinal,

de médula

anterior

del asta

motoras

Neuronas

S

cambio

2lulas sin

ce

las

experimental. Obsérvese

grupo

E. 145X.

c) neuropilo H,

axon.

morfoldgicos a)nucléolo, b}

}

( 66



FIGURA 22a

Neuronas motoras del asta anterior de médula espinal del grupo
experimental. Obsérvese a mayor aumentce los organelos celulares
sin cambios morfoldgicos: a) nidcleo, b)nucléolo, c)} cuerpos de

Nissl, d) neuropilo H.E. 290X
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FIGURA 23

Unién neuromuscular, grupo experimental. Obsérvese a) la fibra
nerviosa b) ramificacién de la terminal nerviosa haciendo

contacto con la fibra muscular (c). Colinesterasa Namba 850X.
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8. DISCUSION

Los pacientes con ELA sufren atrofia de la musculatura
esquelética debido a la denervacién constante; si existe
denervacién ¢por que no ocurre reinervacién subsecuente? esta
prequnta se ha formulado varias veces sin encontrar respuesta.
Existen evidencias apoyando que los factores liberados por el
misculo esquelético estimulan el crecimiento y sobrevivencia de
motoneurona (10). El efecto de factores neurotréficos especificos
para el sistema motor ha sido probado en cultivo de tejidos. Se
ha visto que la adicién de misculo esquelético a cultivos de
cordén espinal, aumenta el tiempo de sobrevivencia de las
neurcnas, promueve el crecimiento de neuritas e incrementa la
actividad de la colina-acetiltransferasa; este efecto es similar
en proteinas de misculo esquelético tanto humano, como de rata y

ternera (10).

En un trabajo previamente realizado, probamos 30 sueros de
pacientes con ELA y 30 controles por inmunoblot con extractos de
proteina obtenidos de musculo adulto, denervado humano y de
rata, de un recién nacido y fetal de rata Los resultados con
misculo adulto y denervado de ambas especies confirman previos
reportes que muestran una carencia de reactividad particular de
los sueros de ELA cuando comparamos con el grupo control (36,37).
Sin embargo, se observa}on bandas reactivas cinco veces més
frecuentemente en sueros de ELA que en controles cuando el

inmunoblot fue hecho con extractos de proteina de misculo fetal
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de rata (figqura 1). Los resultados negatives obtenidos con el
extracto de misculo del recién nacido indican que las proteinas
antigenicas estdn restringidas a la etapa fetal. Estos
resultados apoyan la posibilidad de una reaccidn inmune en suero
de pacientes con ELA, contra proteinas efimeras de musculo que
estdn presentes en grandes cantidades en etapas primarias de
diferenciacién e inervacién (2). Recientemente ha sido demostrado
un factor neurotréfico presente en misculo involucrade en 1la
regulacién y supervivencia de las motoneuronas in vivo., Este
factor estd presente en abundantes cantidades en mdsculo fetal
actuando solamente sobre motoneuronas de médula espinal; siendo
inefectivo en neuronas sensoriales, simpdticas, parasimpdticas y
colinérgicas (43). Aunque la produccidn de factores
motoneurotréficos (FMNTs) por el misculo adultoe no ha sido
demostrado, es concebible la idea de que exista una constante
produccién de FMNT en pequefias cantidades para contrarrestar la
denervacidén que ocurre normalmente y promover la supervivencia de
las motoneuronas durante la vida posnatal. Los anticuerpos
encontrados previamente en los suero de ELA pueden estar
dirigidos contra los FMNTs, evitando la reinervacioén del misculo
al blcquear directamente su inervacidn; esto puede explicar la
lenta progresidén de la enfermedad y el daflo selectivo de

motoneuronas (2}.

En condiciones normales, el misculo esquelético
continuamente es inervado y denervado. Esto es mds comin en
misculos que tienen gran demanda de crecimjento y funcidn, como

es el caso del mdsculo fetal y las fibras musculares que

(70 )



aumentan de volumen debido a la intensa actividad por el
ejercicio. Por el contrario, se atréfian o denervan debido a la
falta de actividad o movimiento o bien secundario a alguna
enfermedad neuromuscular como es el caso de ELA, donde exlste_
denervaclién constante sin subsecuente reinervacidén por un
mecanismo que no ha podido ser explicado. E1 no contar con un
modelo experimental de ELA aun limita mds los estudios para

entender su etiologia.

Se ha observado que fragmentos de misculo esquelético de
pacientes con ELA permanecen viables, llegan a redenerarse y a
reinervarse cuando son transplantados en ratones
inmunodeficientes (38). Esto nos indica que probablemente algtn
agente ajeno al misculo origina el dafio; dicho suceso apoya
resultados previos (2). En nuestro estudio, al inmunizar
conejos con proteinas de misculo fetal de rata encontramos que
éstos, como esperdbamos, desarrollaron respuesta linmune contra
casi todas 1las bandas de proteinas de misculo esquelético
previamente fraccionadas (figura 11}, siendo cada vez mds intensa
como resultado de las frecuentes inmunizaciones y conservéndose
activa dicha inmunidad hasta el momento de sacrificar a 1los
animales {figura 12). Sin embargo al Analizar nuestros resultados
en los estudios electrofisioldgicos, no se registré alteracidn
en la actividad muscular de los animales experimentales en
comparacién con controles. Esto nos indica que la respuesta
inmune desarrollada contra las proteinas de misculo esquelético
de rata no alterd la actividad e inervacién muscular del conejo,

De acuerdo a nuestra hipdtesis, esperdbamos que 1los anticuerpos
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desarrollados contra proteinas de musculo fetal bloquearan a los
factores promotores del crecimiento elaborados por la fibra
muscular, a su vez las terminales nerviosas al no recibir dicha
estimulacién no inervarian al misculo produciéndose asi
denervacién (39,40). Aungue son especies heterdlogas, existen
evidencias que apoyan que factores 1liberados por el misculo
esquelético estimulan el crecimiento y supervivencia de
motoneurona, incrementa la actividad de la colina vy
acetiltransferas, este efecto es similar en proteinas de misculo
esquelético tanto humano como de rata y ternera (10). Dicha
accién es especifica del wmusculo esquelético, se han probado
extractos de otros tejidos incluyendo misculo cardiaco, cerebro,
higado, rifién, y bazo, no tienen efecto sobre el proceso de
crecimiento o densidad de células de astas ventrales (45). Existe
la evidencia que sueros de pacientes con ELA reaccionan con
varias protefnas de diferente peso molecular de misculo
esquelético fetal de rata (2). De cumplirse la hipdtesis,
esperdbamos encontrar actividad espontdnea, como dato indirecto
de denervacién en ausencia de contraccion voluntarla del
misculo, como los potenciales de accidén que fluyen a lo largo de
las fibras denervadas, descargdndose cada fibra a su propia
frecuencia y sin relacién con la actividad de otras fibras,
resultando un conglomerado irregular de potenciales © bien
fasciculaciones que son contracciones sincrénicas de grupos de
fibras musculares unidas entre si por un solo axén constituyendo
una unidad motora (19). Ninguno de estos patrones anormales fue

registrado en los animales experimentales.
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En la denervacién la proporcién de fibras musculares con
nicleos centrales es de 5, 8 y en algunos casos 10% en contraste
con las miopatias primarias aumenta el numero de nicleos
centrales hasta un 90%. En nuestros animales no se observaron

proporciones arriba del 3%, que es el nivel maximo normal.

En procesos degenerativos de neuronas motoras se aprecia
agrupamiento de fibras, perdiéndose el clisico patrdén en mosaico
debido al crecimiento axonal de fibras nerviosas que se
encuentran cerca del misculo denervado. Dicho crecimiento puede
ocurrir de uno u otro nodo de Ranvier a lo largo del axén siendo
un crecimiento colateral o terminal (25). Dicho proceso de

denervacién no se observé en los animales experimentales.

Tampoco pudo observarse degeneracidén de neurona motora o
gliosis en astas antcriores. La células neuronales se observaron
claramente y bien delimitados sin datos de procesc degenerativo

o similar a la patologia observada en los casos de ELA.

Nuestros resultados no comprueban la hipdtesis propuesta.
Existen varias posibles explicaciones a nuestro intento de
desarrollar un modelo experimental de ELA. El proceso patoldgico
de ELA es delicado y toma varios meses; quizd era necesario més
de dos afios para observar algin cambioc, o usar otros animales.
Probablemente los anticuerpos encontrados en los sueros de
pacientes con ELA sean un epifendmeno que resultan como una
respuesta secundaria a 1la destruccién muscular y no tengan

relacién con su etiologia.
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Aunque con ésta metodologia no se pudo establecer un modelo
experimental de ELA, una de las posibles hipétesis a seguir en
una segunda etapa, es la de purificar la porcién mds reactante
del extracto proteico muscular que se obtuvo cuando fue incubada
con los sueros de pacientes con ELA e inmunizar primates, que
serdn estudiados inmunoldégicamente antes y después de la
inoculacién por largo tiempo, con objeto de tener un modelo
crénico en animales filogenéticamente similares al hombre y con
periodos vitales largos que permitan estudios a largo plazo (3-5

ahos).

Igualmente sueros obtenidos de estos primates y las fracciones
purificadas, se aplicardn a cultivos de neuronas motoras para
estudiar el posible efecto inhibitorio sobre el crecimiento
neurftico y asi determinar si los anticuerpos previamente
encontrados tienen relacidén etioldgica en el proceso de

denervacién del misculo esquelético de pacientes con ELA,
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ANEXO I

SOLUCIONES Y REACTIVOS PARA ELECTROFORESIS

Acrilamida 30%, bis 2.7%

Acrilamida ------------- 30.0 gr
Bis acrilamida --------- 0.8 gr
Agua destjlada --------- 100.0 ml

Almacenar a 4¢C protegida de la luz
Amortiguador para gel separador
(Tris-HCl1 1.5 M pH 8.8)

Tris-base -------~-=~---~ 36.0 gr
Agua destilada ----~---- 200.0 ml

Se ajusta a pH 8.8 con HCl antes de aforar

Amortiguador para el gel concentrador
(Tris-HC1 0.5 M pH 6.8}
Tris-base ----~--=-=---- 3.0 gr

Agua destilada --------- 50.0 ml

Persulfato de amonio al 10%

(preparar antes de usarse)

(75)



Dodecil Sulfato de Sodio 10%
(SDS)

Amortiguador para guardar el gel separador

(Tris-HC1 0.375 M pH 8.6 0.1% SDS)

Tris-HC1 1.5 M pH 8.8 -~----- 2.5 ml
SDS al 10% ~--=-=-=m-cce---mo 0.1 ml
Agua destilada aforar a ----- 10.0 ml

Amortiguador para tratamiento de la muestra
{Tris-HCl 0.125 M pH 6.8, SDS 2% y glicerol 20% 2-mercapto

etanol 10% EDTA 0.74%)}

Tris-HCl 0.5 M pH 6.8 ~-~---- 2.5 ml
SDS al 10% --=--------==--mooe- 2.0 ml
Glicerol ------------o-ooooos 2.0 ml
EDTA -----------rmommom oo 7.4 mg
2-B-mercaptoetanols --------- 0.1 ml
Agua destilada aforar a ----- 10.0 ml

Se divide en alicuotas de 1 ml y se congela

* Se agrega al descongelar cada alicuota 10 pl/ml

Amortiguador de corrida

(Tris 0.024 M pH 8.3, glicina .192 M SDS 0.1%)

Tris-base ---r--memeeoo- 15.0 gr
Glicing --=---===-mma-o- 72.0 gr
Agua destilada --------- 5.0 1



8. Sclucién para tefiir los geles

Azul de comassie R-250 ---------- 0.3 gr

Metanol -------=-----o---omeooowmn 150.0 ml
Ac. acético glacial -----~-~-->--- 50.0 ml
Agua destilada aforar a ---------- 500.0 ml

10. Solucidn para destefiir los geles
Acido acético glicial ==-----=v---- 100.0 ml

Agua destilada ------~----omemoome l1.01

11. Amortiguador para transferencia

Tris-base --~-—------=-----seooo-ee 3.0 gr
Glicina ---=-=---===--mmeeomanam oo 14.4 gr
Metanol -~--------se-o-oemooo oo 200.0 ml
Agua destilada --~-=---=----cooo-o- 1.01

12. Substrato para peroxidasa

(o-cloronaftol 0.5 mg/ml H202 0.03%)

p-cloronaftol -----=r----cs-e-oee-- 30.0 mg
Metanol ----------------o--oeoooo 10.0 ml
PBS ==--mmmmmommmmemmmmmeoeoo oo 50.0 ml
H202 al 30% ---==----=---mmeeomooe 50.0 pl

El o-cloronaftol primero se disuelve en el metanol, se
mezcla con el PBS o inmediatamente antes de usarlo se le agrega

el H202.
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TABLA No. 1

GEL SEPARADOR GEL CONCENTRADOR
Acrilamida-Bis 26.6 ml 2.6 ml
Amort iguador (2) 20.0 ml -—-
Amortiguador (3} --- 5.0 ml
SDS al 10% (5) 0.8 ml 0.2 ml
Agua destilada 31.2 ml 12.2 ml
Persulfato (4) 0.4 ml 0.1 ml

Pesgasificar con vacio y agitacién 10 minutos
TEMED 26.0 pl 10,0 pl

Deggasificar con vacio y agitacién 1 minuto
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SOLUCIONES

II

ANEXO IX

TRICROMICO MODIFICADO DE GOMORI

Solucidn tricromica

Chromotrope 2R -=====------—sswoconoomnoo 0.3 ‘gr
Verde rdpido ---~-===-v--omomoommemomooe 0.15 gr
Acido fosfotunstico ----=-----r=-moceo-- 0.3 gr
Agua destilada -------------sosmeommemoo g0.0 ml
Acido acético ---------os-ossmomeeeooo - 0.5 ml

Ajustar el pH a 3.4 bajar a menos de 3.4 con &cldo acético,

después ajustar a 3.4 con solucién saturada de acetato de

sodio. Después de una semana se desecha.

Solucién de Hematoxilina de Mayer

Cristales de hematoxilina ~~----------~- 1.0 gr
Agua destilada =---------r---oo-moooooooe 100.0 ml
Yodato de sodio ----~=-----mmmommooooooo 0.2 gr
Alumbre de potasic o Amonic ----=---=--- 50.0 gr
Acido cftrico -==-=--mocmoommmno e 1.0 gr
Hidrato de cloral ---=---=--=cemmmmao oo 50.0 gr

Disuelva el

alumbre en' el agua sin calentar; después agregue

la hematoxilina, luego el yodato, el d&cido acético y el

cloral, agitar hasta que todo esté disuelto.
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PROCEDIMIENTO

1.

Hidratar los cortes (pasdndolo desde los alcoholes hasta
xilol y agua)

Sumergirlos en la hematoxilina de 4 a 5 minutos

Lavar tres veces en agua destilada rapidamente

Teflir con la solucién tricrémica durante 10 a 13 minutos.
Diferenciar en solucién acuosa de acido acético al 0.2% (més
o menos cinco sumergidas).

Deshidratar, aclarar y montar.
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ANEXO ITI

HEMATOXILINA EOSINA

SOLUCIONES

I Solucién de hematoxila de Gill

Hematoxilina =-=---===-===s-=-mo-sonen 2.0 gr
Etilenglicol ----=-=--s---o--emooooo 250.0 ml
Yodato de sodio -=-=-ms-smsmesomeseooon 0.2 gr
Sulfato de aluminjo ~---=-=----o-meoo 17.6 gr
Agua destilada ---------------------- 200.0 ml
Acido acético glacial -----=-------=- 2.0 ml

1I Solucion de Eosina

Eosina ~---==---=---moemomme e 5.00 gr
Agua destilada ---=---~==-=e-mmomemman 100.00 ml
Diluir al 1% para su uso
Procedimiento

1.- Desparafinar e hidratar los cortes

2.- Teilir con hematoxilina de Harris por 3 minutos

3.- Lavarlos en agua de la llave por un minuto en continua
agitacion.

4.~ Virar el tejido en carbonato de 1litio saturado por 20
segundos.

5.~ Pasar las laminillas a Eosina al 1% por 40 segundos.
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6.- Deshidratar

7.- Aclarar y montar en resina.
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ANEXO IV

NADH - TETRAZOLIUM REDUCTASA (NADH-TR)

SOLUCIONES

I

Amortiguador de fosfatos 0.2 M a pH 7.4

II Medlo de incubacidn
a} Agua bidestilada -~-----=--=--esmemoonno o 4.0 ml
b} Nitro blue tetrazolium (NBT) --=--=w--=-c—--- 4.0 gr
€©) NADH === == smmmmm oo mm e e 10.0 mg
d) Amortiguador de fosfatos ---------=--c---oe-- 6.0 ml
e) Disolver en agua el NBT y NADH
f) Agregar el amortiguador {filtrar)
Procedimiento
1.- Coloque cortes frescos en una caja de petri en papel filtro
2.~ Incubar con 2 a 3 gotas con medic de incubacidén las
laminillas asegurdndose que quede completamente cubierto el
tejido por 50 minutos a 37°C.
3.~ Lavar en agua bidestilada
4.- Montar en glicerol
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ANEXO V

ADENOSIN TRIFOSFATASA (ATPasa)
pH .4

I Amortiguador de barbital sédico

a) Barbital sddico =--v----=-ressmesemoeocneo— 4,12 g
b) Cloruro de calcio anhidro =-----=-=--=--mw-u- 1.99 g
c) Agua destilada ~-=----=-=--------m-sooomeeoon 100 ml

Se disuelve previamente el clorurc de calcio

IT  Cloruro de Cobalto al 2%
Cloruro de cobalto ----=-----o-ommmmmmoomoame e 2.0 gr
Agua destilada -=---=---s-e-e-sooosoooceososoen 100 ml

II1  Sulfuro de Amonio (1:10}

IV  Medio de Incubacidn
Amortiguador de Barbital sdédico ~-~-=-~-m-mea-a 30 ml

Adenosin 5 trifosfato (ATP) --=r=-=-s-o--re—oco 45 mg

\4 Cloruro de Calcio al 2%

Procedimiento:
1.~ Ajustar el pH al medio de incubacidn a 9.4 con hidréxido de
sodio.

2.~ Incubar los cortes a 37°C en la solucidn IV
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Enjuagar en agua destilada

Transferir al cloruro de calcio al 2% por 3 minutos a
temperatura amblente.

Transferir al cloruro de cobalto por 3 minutos.

Lavar en agua destilada 10 cambios de 60 segundos cada uno.
Transferir a la solucién diluida de sulfuro de amonio de 10
a 30 segundos.

Lavar en agua de la llave de 7 a 10 minutos y checar al
microscopic que no queden precipitados.

Deshidratar, aclarar y montar.
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ANEXO VI
COLINESTERASA NAMBA

SOLUCIONES

1 Medio de incubacidn
a} Ioduro de acetiltiocolina =-=-=--=---cooaeonono 200 mg
b) Agua destilada ----=-------------m-cmooomoceno 8 ml
c) Sulfato de Cobre Pentahidratado 0.1M =-----~-=~~ 14 ml
d) Glicina ~--=----ommmmmm e e 124 mg
e) Acetato de s0dio 1,0M =---=r-r--momoronoooomeno 6 ml

Modo de preparar

Disolver el ioduro de acetiltiocolina en agua y afladir muy
lentamente la solucién de sulfato de cobre. El producto final
tiene color café. Dejar descansar por 10 minutos y después
filtrar; la solucidén entonces deberd tener un color verde. Afadir
la glicina y el color nuevamente cambiard para verde obscuro,
agregar el acetato y la solucidn se volvera azul, Aforar a 100 ml

con agua destllada. Dejar descansar por 15 minutos.

11 Solucién Reductora

Sulfuro de Amonio al 0.5% (usar agua de la llave)

III Solucidn de Plata

Nitrato de Plata ------===--wcmomommom e 10.00 gr
Sulfato de cohre pentahidratado ----------=-e---- 0.05 gr
Carbonato de Calclo ~--==-m=rmemremoceomo oo 0.10.gr
Agua destilada ---=--remmsmmmoememo oo 100 ml

(No se disuelve completamente)
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IV  Solucidn Reductora
Hidroquinona ----------oeemcoomo oo m e 1 gr
Na SO ===srmmmmmm oo e oo 5 gr
Agua destilada =-=+--=m=~------meesme o m oo 100 ml
Procedimiento
1.~ Incubar las laminillas en la solucidén I por 15 minutos a
temperatura ambiente.
2.~ Lavar en agua de la llave 4 veces.
3.- Revelar una laminilla de 1 a 2 minutos con la solucidén II
para estandarizar el tiempo y procesar las demds.
4.~ Lavar 4 veces en agua de la llave.
5.~ Lavar 4 veces en agua destilada.
6.- Dejar 1 hora en agua destilada.
7.- Sumergir en ferrocianuro de potasio al 0.25% por 10 minutos
a temperatura ambiente.
8.~ Lavar 2 veces en agua destilada durante 10 minutos.
9.- Alcohol absoluto por una hora.
10.- Agua destilada por una hora.
11.- Incubar en la solucidn III a 37°C por 90 minutos.
12.~ Escurrir la laminilla sobre papel filtro pasar rdpidamente
por agua destilada y volver a escurrir.
13.~- Pasar a la solucidén IV por 10 minutos agitando en el primer
minuto.
14.~- Lavar en agua destilada.
15.- Lavar en agua de la llave.
16.- Deshidratar, clarificar y montar.
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