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1. INTRODUCCION

El presente trabajo se realizé con la inguietud de conccer
profundamente las enfermedades musculares que se estaban presen-
tando en el Instituto Nacional de Neurologia Neurocirugia "Dr.
Manuel Velasco Suirez", y sobre las cuédles no se tenia una reco-
pilacién de cambios patologicos completos de estas enferme-
‘dades, por lo que era necesario, tener estudios detallados sobre
las mismas para poder establecer un diagnéstico histopatolégico,
con bases firmes, que apoyaran, u orientaran el diagnéstico
clinico. Para esta labor se recurrieron a las técnicas histolégi-
cas e histoquimicas y de microscopia electrénica, que ya se mane-
jaban en el laboratorio de Neuropatologia Experimental, donde se
realizé, este trabajo. La variedad de enfermedades musculares
estudiadas, asi como sus cambios patolégicos relacionados revela-
dos con las distintas técnicas empleadas, fueron de gran in-
terés, para el propésito de diagnéstico de las entidades, por lo
gue se recopilaron en el presente trabajo, para ayuda de las
personas interesadas en enfermedades musculares. Es de sefialarse
que todas las fotografias y las micrografias que aparecen en el
texto son originales del autor.



2. ANTECEDENTES HISTORICOS

TIPOS DE FIBRAS MUSCULARES.

Stefano Lorenzini en 1678 observé la diferencia entre los miscu-
los de animales con respecto a su color, reconociendo dos miscu-
los el blanco y el rojo. ciaccio en 1898 intenta explicar esta
diferencia de color a niveles fisiolégicos y estructurales.
Ranvier (1873, 1890) estudid en conejos las diferencias fisil6gi-
cas relacionadas con los tipos de contraccilones, encontrando dos
tipos, las lentas y las réapidas. En 1884 Grutzner probdé que
habfa una relacién entre las fibras oscuras de la rata y las
fibras rojas del conejo., realizando estos estudios en otros
animales concluyd que todos los vertebrados contaban con dos
tipos de fibras musculares, unas mis delgadas y oscuras y otras
mayores y claras. El atribuyé el color obscuro de las fibras a
granulos del sarcoplasma. Kollenker, a principios de 1857,
sugiere que el metabolismo de las fibras musculares se encontraba
relacionado a granulos intersticiales. Fue hasta 1890 gque Ratzius
llama a los granulos sarcosomas.

Hacia el afio 1881 Knoll sigue manteniendo que la qairerencia ae
color era debido al protoplasma gue se encontraba en mayor canti-
dad en las miofibrillas de las fibras obscuras que en las fibras
claras, por lo que dividié al misculo en fibras ricas y ripras
pobres en protoplasma. Ademis establecié que los mdsculos que
tenian una actividad constante, como por ejemplo, los miisculos
oculares, los de masticacién y los de respiracién se encontraban
compuestos principalmente de fibras oscuras. Otros estudios que
realizé en animales le revelaron que, algunos mGsculos se epcon-
traban compuestos por ambos tipos de fibras. Otra conclusién a
la que llegd, fue la de que, los grinulos por sus caracteristi-
cas, eran de naturaleza lipidica. Lee, Guenther y Meleney (1916)
estudiaron los misculos digitorum longus, gastrocnemio y solec
del gato y encontraron diferencias gquimicas y risiologicas entre
estos misculos, pero no histolégicas. Bullard (1919} con el
método de Suddn IITI para lipidos encontré que los misculos
tenfan tres tipos de fibras : ¢laras, oscuras e intermedias;
ademids de que habia una variacién en la proporcién y en el tamafio
de las fibras de diferentes msculos. En 1929 Denny-Brown
también observaron que las fibras de diferentes mGsculos de gato
contenian una mayor cantidad de grasa gue las fibras oscuras del
msculo pero no demostraron la relacién de las caracteristicas
histolégicas con la velocidad de contraccién del mGsculo.



Con el método de la centrifugacién diferencial propuesta por
Bensley y Hoerr (1934) para la separacién estructural de los
componentes celulares del higado, se pudo localizar ciertas
enzimas de las fibras musculares y mitocondrias donde se demostré
la actividad respiratoria.

Relacionando la densidad mitocondrial a la actividad respiratoria
en diferentes tipos de mGsculo, Paul y Sperleng (1952) demostra-
ron que el misculo rojo tenia una alta actividad respiratoria
enzimdtica alta, mientras el mGscule blanco tenia baja tanto la
densidad mitocondrial como la actividad respiratoria. Con el
advenimiento de la histoquimica se facilité la loc.lizacidn de
sistemas enzimiticos, ademis de que otros constituyentes quimicos
a nivel celular, estableciendose asi la relacién directa de la
actividad funcional de las fibras individuales con su morfologia.
Las enzimas que se estudiaron tenian relacién con la sintésis de
glicégeno y su degradacién (como las fosforilasas), las oxidorre-
ductasas relacionadas con el ciclo de Krebs, y las hidrolasas
como las ATPasa. En 1935 Semenoff empled la técnica clasica del
azul de metileno para deshidrogenasa succinica y observé varia-
cién en la actividad enzimdtica de las fibras individuales del
mGscule de anfibio., Aplicando el método mas sensitivo de deshi-
drogenasa succinica descrito por Seligman y Rutenburg en 1951,
Padykula en 1952 demostrd una variacién similar de la deshidrege-
nasa succinica en el msculo de ia rata. En 1955 Wachstein y
Meisel observaron que el diafragma y el masetero poseen una
gran cantidad de fibras que reaccionan mis fuerte que los mfiscu=
los de los miembros. Nachmias y Padykula en 1958 con la misma
técnica demostraron que todas las fibras del miiscule soleo gue es
rojo, tienen una reaccién igualmente intensa, mientras.que en los
misculos mixtos como el biceps, femoral y tibial anterior, 1la
reaccién de las fibras variaba ampliamente y la reaccién fué nmas
intensa en las fibras de menor diimetro, por lo que concluyeron,
que tenian mayor contenido de mitocondrias por unidad de &rea.
ogata (1958a) reconocid tres tipos de fibras en animales
superiores; fibras grandes y blancas con actividad enzimatica
débil; fibras rojas y pegquefias con gran actividad enzimitica y
fibras intermedias en tamafio y actividad enzim&tica, las cuales
estuvieron presentes en proporcién variable en los diferentes
mdsculos. Con la aplicacién de los métodos enzimaticos adi-
cionales se establecié una variacién similar en la actividad del
citocromo oxidativo en los mGsculos de gato y ratén. Ogata
(1958) observé lo mismo para las diaforasas DPN (difosfopiridina
nucledtido) y el TPN (trifosfopiridina nucleotida) en el gato.
George y Scaria (1958) investigaron los mfisculos pectorales y de
las patas de las palomas, y observaron una relaci6n entre la alta
actividad oxidativa de las enzimas en el mGsculo rojo y la canti-
dad de mitocondrias.



La primera aplicacidén de los métodos enzimaticos en el misculo
humano la realizarén Wachstein y Meisel en 1955 en material de
autopsia, como en los estudios que realizaron con animales,
observaron una variacién en la actividad de la deshidrogenasa
succinica en diferentes fibras . Dubowitz y Pearse (1960a,b)
establecieron que hay una interrelacién de la actividad de la
fosforilasa y de varias enzimas oxidativas en las fibras muscu-
lares; adem&s encontraron que tanto en humanos como en animales
se presentaban dos tipos de fibras, las tipo 1 con alta oxidacién
y baja actividad glicolitica y el tipo 2 con baja oxidacién y
alta actividad glicolitica .

En el material de biopsia Engel en 1962 también menciona dos
tipos de fibras, pero las relaciona con la actividad para ATPasa
de las miofibrillas; las tipo de 1 tienen baja actividad de
ATPasa y las de tipo 2 son de alta actividad.

Los autores gque trabajaron con miisculos de animales sugirieron un
sistema complejo de clasificacién. Stein y Padykula en 1962
reconocieron tres tipos de fibras (A, B, C) por su tamafic y su
distribucién mitocondrial con respecto a la reaccién deshidrege-
nasa succinica. También Romanul en 1964 empleando una serie de
reacciones histoquimicas definid 8 tipos de fipras en bpasa a su
actividad enzimatica. Gauthier y Padykula (1966} estudiaron los
tipos de fibras del diafragma en varios mamiferos con base en el
contenido mitocondrial de las fibras, para 1o cual utllizaron la
técnica de Suddn negro para lipidos y el microscopio electrénico.
Gauthier en 1966 y 1970 comparé el contenido mitocondrial usando
SDH y ATPasa mitocondrial con los aspectos ultraestructurales del
mGsculo semitendinoso de la rata, donde distinguié bandas rojas
anteriores y bandas blancas posteriores. Ella distinguid tres
tipos de fibras por el contenido mitocondrial rojas, blancas e
intermedias., Las fibras rojas eran ricas en mitocondrias grandes
y <on crestas abundantes, tenian una ancha linea 2 y abundante
reticulo sarcoplasmico en la regidén de la banda H. En las fibras
blancas las mitocondrias son pequeflas y se encuentan en menor
nimero Yy sus crestas son pocas, la banda Z tenia la mitad del
espesor del de las fibras rojas. Las fibras intermendias resulta-
ron ser similares a las fibras rojas con excepcién del mayor
didmetro gue poseen; las mitocondrias son un poco mds pequefias y
con crestas menos abundantes. La parte roja visible del misculo
contiene predominantes fibras rojas' (52%), intermedias (40%)
mientras que la parte microscbpicamente blanca del msculo conte-—
nia (82%) de fibras blancas, (14%) de fibras intermedias y (4%)
de fibras rojas. Estos datos se complementaron con estudios
fisiolégicos de Close (1967) que mostraron que el misculo exten-
sor largo de los dedos de rata (EDL) se constituye solamente de
unidades motoras rédpidas mientras que el soleo se compone de
unidades lentas con una proporcién menor de (10%) de unidades
intermedias.



Schiaffino y sus colaboradores concluyeron analizando todos los
datos presentados, que las variaciones estructurales en las
fibras musculares se relacionaban con dos diferentes aspectos
fisiolégicos: velocidad de contraccién y resistencia a la fatiga.
Abundantes mitocondrias y una banda 2 ancha se relacionan con
resistencla a fatiga, mientras la velocidad de contraccién se
-asocia al desarrollo del reticulo sarcoplismice y no tiene rela-
cién con la abundancia mitocondrial & grosor de la banda 2.

En el misculo humano, se pueden determinar 4 tipos de fibras:
1, 2A, 2B y 2C. Las flbras 2¢C son raras en el masculo normal,
pues son precursoras gue se diferencian en fibras 2A y 2B.

Las fibras 1, 2A, y 2B son consideradas lentas y oxidativas,
répidas oxidativas glicolfticas y rapidas glicolfticas respecti-
vamente.

Los antecedentes fueron tomados de Dubowitz 1973, Dubowitz 1985,



3. ORIGEN EMBRIOLOGICO

El misculo embriol6gicamente se forma de los somitas del mesoder-
mo, cuando el embrién es de solo 2 & 3 semanas (en estado de
disco), y las masas celulares (somitas) se encuentran en ambos
lados de la linea axial. Algunos de estos somitas llegan a formar
los msculos 1lisos y varias estructuras mesenguimales. Otras
partes de la porcién media dorsal de los somitas, dan lugar a
¢élulas musculares primitivas, que mas adelante formar&n las
fibras musculares (Kakulas 1985).

cuarta y Quinta semana

El desarrollo de los miocblastos es por agrupacién metamérica, en
forma de miotomas, 38 en total (3 occipitales, 8 cervicales, 12
tordcicos, 15 lumbares, 5 sacros y 5 coccigeos). Los miotomas, se
unen con las placas laterales de los dermatomas, en la 4 y 5
semana de vida fetal, formando los dermatomiotomas. Cada miotoma
recibe un nervico espinal. Los miotomas son los primeros en
arreglarse metaméricamente, a cada lado de la columna vertebral.

Estos segmentos mds adelanle ticne un desarrolle dorsal con
respecto de las vértebras y ventral con respecto al cuerpo. A
excepcién de los mGsculos intercostales y de otros pocos misculius
el patrén de segmentacién muscular es similar.

Los msculos esgueléticos estan formados por los miotomas en tres
vias: Por 1) proceso de fusién, 2) por parvicien en pianuv verti-
cal, y tangencial, 3) por reorientacién en.la direccibén, de las
fibras.

Los miembros se forman por la fusién de 2 o miés miotomas. Cada
mGsculo es formado por su relacién en el embrién, por lo que
puede alterarse. Sin embarge en cada masculo se conserva la
evidencia de su derivacién metamérica.

Béptima y Novena semana.

Durante este periode la fusién y la elongacién de los miociius,
‘forman los miotdbulos primitives. Un miotGbulo es una célula
multinucleada con una hilera de nGcleos centrales helicoidales
que aparentan un tubo hueco con un borde delgadc de citoplasma.
Por la décima semana largas protofibrillas aparecen en la parte
periférica de la fibra muscular.

En suma en estos, miotGbulos cada uno se rodea de una membrana
basal, que se continfia formando por alghin tiempo. Los miotdbulos
mis recientes serén siempre m&s pequefios que los que ya estaban
formados. Los mis anteriores se agrandan por incorporacién de
otros mioblastos indiferenciados.



La variacién en el tamafio da la apariencia de una seccidén trans-
versal del mGsculo fetal. Los filamentos de actina son los
primeros en formarse y se agregan en fasciculos pequefios, un poco
después se formados filamentos gruesos de miosina por polirribo-
somas. Las pirimeras miofibrillas no son estriadas.

Los filamentos de actina y miosina se unen y forman las miofi-~
brillas estriadas y en este proceso aparece inicialmente el
sarcolema, Los tibulos transversos son presumiblemente, el
primer signo del sistema T. Que aparecen en intervalos de 1 a &
pm. La formacién de las miofibrillas involucra la fusién de los
Cuerpos 2, a los que, los filamentos de actina se ligan. El
reticulo sarcopldsmico se desarrolla después de los miofilamen-
tos, Yy se organizan como miofibrillas no estriadas. Los niicleos

musculares empiezan a migrar para asumir su posiciébn caracteris-
tica.

Décima y décimoquinta semana

El misculo como tal se identifica a partir de la séptima semana,
y parece terminar su formacién hacia la décima semana. En un en-
brién de 11 semanas el diametro muscular se ha incrementado y las
miofibrillas son mas abundantes. Las células gue rellenan son mis
completas y se parecen a las de misculo desarrollado, la estria-
cién transversal es evidente en el misculo de brazos y tronco.
Durante la semana 13, las miofibrillas se vuelven mis gruesas y
obscuras, las miofibrillas forman columnas compactas. La forma-
cién de nuevos miotGbulos continGa, con el patrén de delgadas y
gruesas. En la semana catorce , las miofibrillas continuan incre-
ment&ndose en nimero y en tamafio y después se agrupan en distin-
tos sacos. Dos tamafios de fibras se observan en la semana 15 y
son unos mis grandes que otros. Los grandes tienen muy poco
sarcoplasma en el centro y las niofibrillas estriadas son mss
prominentes y el nficleo tienen una posicién periférica. Las
fibras pequefias se encuentran dispersas entre las fibras grandes,
tienen pocas miofibrillas y el sarcolema nuclear ocupa una posi-
cién central. A la semana 16, los ndcleos musculares son mas
numerosos, elongados, y toman su posicién bajo el sarcolema.

Décimosexta samana al nacimiento.

A partir de la semana 16 el mGsculo sigue creciendo, tanto en
longitud como en grosor y las estriaciones siguen desarrollan-
dose. No ocurren otros cambios histoldégicos. Solo que a diferen-
ciencia de otras etapas de la vida donde se tiene una medida del
didmetro muscular la etapa fetal no tiene uniformidad en este
sentido.



El crecimiento de las fibras musculares en la segunda mitad de la
vida intrauterina, se da principalemente por incremento
individual en tamaflo de cada fibra y no por el incremento en
nimero de fibras. Esto ocurre por el resto de  la etapa
intrauterina hasta el nacimiento, asf como en la infancia Y
algunos mGsculos siguen ‘su desarrollo hasta la adolescencia.



4. ESTRUCTURA DEL MUSCULO NORMAL

En este capitulo se describird la composién del mGsculo hormal;
su apariencia y sus constituyentes histolégicos. Las notas para
este capitulo se tomaron de Rodin, 1977.

Es un tejido de movimiento, el cudl se encuentra unido a huesos y
esta limitado por movimientos individuales, correspondientes a
cada parte del cuerpo.

Por su estructura el misculo se puede dividir en dos clases:

~ MGsculo estriado
~ Mtisculo liso

Y por su funcién se divide en:

- Misculo esquel&tico voluntario
- Masculo cardiaco involuntario
- Mugculo liso involuntario

El mGsculo que nos ocupa en este trabajo es el estriado, gue como
se mencion6 se encuentra cercano a la conformacién Gsea. Estas
son fibras elongadas y con forma de huso; estas fibras se pueden
enlazar a estructuras del tejido conectivo, como son los septos,
trab&culas, fascias, tendones, periostio .

En el misculo esquelético cada fibra esta rodeada por tejide
conectivo denso que lo envuelve completamente, llamado epimisio.
El mGsculo se encuentra compuesto por fasciculos, los cuales son
paquetes de fibras musculares y cada fasciculo se encuentra
rodeado de una - lamina de tejido conective perimisial. Los
fasciculos a su vez estan envueltos por una capa delicada de
tejido conectivo llamado endomisio (fig 1).

Este arreglo compartamentalizado de tejido ccnectivo, facilita el
proceso de contraccién, por grupos o por fasciculos; entonces 1la
contraccién puede ser independiente o simulténea.

El mGsculo presenta dos movimientos propios que son de acor-
tamiento y de alargamiento 6 relajacién. El acortamiento de las
fibras se conoce como contraccifén y se encuentra controlada por
la presenclia de filamentos de proteinas conocidas como actina y
miosina (fig 2a).

La forma y tamafio de los mfisculos esqueléticos es muy variable,
pero cada uno sigue un patrén muy similar que detallaremos mas
adelante.



Fig. 1 Dibujo esquemitico de la organizacién del muisculo estriado esquelético.
Derecha punto del cudl se retiro el segmento ilustrado. (Junqueira, 1981).
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Como organizacién general el misculc observa las siguientes
caracteristicas:

Presenta fibras alargadag y cilindricas, las cuales son multinu-
cleadas en 1la periféria, tiene estriaciones transversales vy
terminaciones adelgazadas, las dimensiones varian de 1 a 40 mm de
largo ¥y de 10 a 100 um de dismetro (Tabla I, II); que en un corte
transversal presentan la forma redondeada o de poligono, cada una
de estas fibras individuales se encuentran rodeadas de una
membrana llamada sarcolema, la cual esta rodeada de nlcleos
aplanados, que tienen forma oval o heliptica, gue estan
localizados en posicién periférica de la fibra, justoc debajo del
sarcolema.

El citoplasma extrafibrillar, contiene mitocondrias, depésitos de
lipidos glucégeno y sistema reticular endoplésmico no granulado.

En el mGsculo se pueden reconocer otro tipe de estructuras como
son: .

sarcolema

Es el término gue originalmente se designé para membranas de
aspecto de fibras elisticas duras , que rodean a la fibra muscu-
lar. El estudio con microscopia electrénica se observo, que esta
membrana tiene una estructura consitente de una membrana celular,
una 1l&mina basal externa y una red delgada de fibrillas de
coligena. También se conoce a la limina externa y las fibras
reticulares como endomisio y el té&rmino sarcolema se reserva para
la membrana celular de las células musculares. La membrana del
sarcolema es trilaminar de 90 A, la cual encierra ajustadamente
al sarcoplasma. En algunas ocasionas se pueden observar invagi=-
naciones microscépicas, que se extienden hacia el interior de la
fibra, que forma los tfibulos transversales o mejor conocidos como
sistema T. El sistema T participa en el impulso de excitabilidad
durante la contraccién muscular, actGa como via exterior del
sarcolema, hacia el interior de la célula.

sarcoplasaa,

El espacio entre las miofibrillas y sarcolema interno se conoce
como el citoplasma de la fibra, o el sarcoplasma. Este sarcoplas-
ma contiene numerosos organelos, incluidos las mitocondrias, el
reticulo sarcoplésmico y el complejo de membranas del sistema T,
microtdbulos, filamentos intermedios, aparatoc de Golgi, glucSge~
no, ribosomas libres, gotas de lipidos y lipofucsina. Los gr&nu-
los de glucégeno son de 15 a 30 nm de tamafio.
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Representacion de

Tabla I

-DIAMETRO DE FIBRAS DE TIPO T Y TIPO 2 EN EL  MUSCULO VASTO LATERAL
DE UN GRUPO DE NIROS ENTRE LOS 0 Y 20 ANCS.

valores media * desvioeton estondar

Crupos de edades

Media de edades No. de Sujetos Misculo Vasto lateraf

(afos) {afios )
HI1M) Di&metro de fibras (un) § de Fibras
Tipo 1
Tipo 1 Tipo 2

o-0.1 0.03 * 0.01 2 (2/-) 12,7 2 2.7 70.9 % 3.2

0.1 - 0.5 0.3 to.1 14 (6/8) 12.9 £ 1.9 1.8 % 1.8 0t

0.5 - 1.5 1,0 to.3 17 (7/10) 17.1 £ 2.3 16.6 t 2.6 538

1.5-3 2,3 tos 6 (3/3) 25,6 £ 6.1 21,5 % 3.6 53t 7

3-6 4.7 t0.9 12 (6/6) 33.4 % 6.4 27.6 £ 5.5 s6*8

610 7.5 ti1.0 12 (9/3) 38.5 % 3.8 33.9 3.2 50t 8

10 - 15 12,4 t 1.6 13 (9/4) 48.5 * 6.3 45.4 7.7 47 £ 9

15-20M 17.5 t 1.3 19 60.5'% 6.4 53.8 t 4.3 43t9

15-20H 7.5 t 1.0 18 60.6 * 9,0 61.0 * 9.8 41 %10

H = Hombres ! Oertel (1985)

M = Muferes



Tabla 11

Valor normal para misculoss de adulto
media del diGmetro y proporcién de fibras,

Tipo 1 Tipo 2A Tipo 2B
H M H M H M

Porcentafe del
diémetro de 61 53 69 52 62 42
las fibras (um) :

Porcentaje de
fibras en el 36 39 24 29 40 32
total

H= Hombres
M= Mujeres

Engel, 1969



Miofibrillas

Son los mayores constituyentes de la fibra y ocupan el 85-90% de
su volumen. Cada miofibrilla esta compuesta por un paquete de
tamafio regular de miofilamentos.

En el humano podemos encontrar fibras rojas y blancas. Las fibras
blancas son células largas y ricas en miofibrillas y pobres en
mitocondrias, son numerosas en biceps. Las fibras rojas son
células pequefias con relativamente pocas miofibrillas, y numero-
sas mitocondrias pequefias, que pueden reemplazar, la mioglobina,
lo cual contribuye ampliamente en el color.

Al microscopic electrénice podemos observar que las miofibrillas
tienen bandas alternadas obscuras (bandas A), y- claras .(bandas
1}, su arreglo esta colindante con las miofibrillas, resultando
las estriaciones transversas. El espacio observado est& ocupado
per una zona menos densa conocida como la banda H. La parte que
se encuentra entre las dos lineas 2 se llama sarcémera. La pro-
teina escencial del masculo es la actin-miosina, que es la combi-
nacisén de las proteinas actina y miosina, que son los miofilamen-
tos submicroscépicos de la miofibrilla.

Miofilamentos. Proteinas contréctiles.

En el mfisculo el mecanismo contrictil es una funcién bisica que
se realiza por la interaccién de la actina y la miosina las
cuales actuan bajo la influencia de la troponina y otras
proteinas reguladoras. Estas proteinas son largas y dan la
apariencia de bandas cruzadas o de estriaciones transversales
por lo que se le denomina mGsculo -estriado (fig 2b). Cada miofi-
lamento contiene de 1000 a 2000 filamentos arreglados regular-
mente en dos categorias: Miofilamentos gruesos y miofilamentos
delgados. Los miofilamentos gruesos estd&n concentrados en la
banda A y se encuentran formados por la miosina, su tamafio puede
ser de 1.5um de large por 100 A de espesor y se constituyen de
meromiosina ligera, que son estructuras cortas, de cabeza globu-
lar, El arregle de interdigitacién de filamentos delgados y
gruesos llega a ser mas obvio en cortes transversales, que se
pueden observar bajo luz polarizada.

Bajo microscopia electrénica las proteinas de la miosina se
observan como filamentos gruesos y largos que se arreglan en
paralelo, adem&s que se extienden longitudinalmente a través de
las bandas A.
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COMPONENTES NO MONTADOS DE LOS FILAMENTOS

O O QO O Cg)
_CQ m&?m,@oo O

de Ta actina

Tropomiasina

Regiones que se ligan 1 Molécula de troponina

» s miosing desplarando 3 18 tropomiosing Tal

FILAMENT 0 FINO MONTADO

Fig. 26 Esquematizacién de la estructura del filamento fino del masculo. Parte .
superior componentes aisiados, abajo integracion de los mismos. Una molecula de

troponiosina, ocupa un surco pondi a siete moleculas de acina. Para
cada molecula de tropomiosing existe una troponina compuesta de. tres

1 ) bl

polipéptidos globulares. (Jungueira, 1981)




Se presenta una interdigitacién de los filamentos gruesos con los
filamentos delgados que contienen la actina y las proteinas
reguladoras, que igualmente se arreglan en paralelo.

Los miofilamentos gruesos estan arreglados en un patrén hexago-
nal, de aproximadamente 450 A, con 6 filamentos de actina agrupa-
dos alrededor de cada filamento gruesc. Cada filamento delgado
se comparte con 3 filamentos gruesos .

Los filamentos de actina se encuentran unidos al disco 2 que se
localiza en la mitad de la banda I y gue se extienden desde 1la
linea Z a lo largo de la banda I hasta la banda A. En la parte
media de la zona H hay una estriacién adicional, la linea M
causada por un ligero engrosamiento de los filamentos de miosina
(fig 3). A fin de tener una definicién de todas las bandas en
microscopia, es necesario que el mfisculo se encuentre fijado y
estirado. La porcifn extendida del misculo que se localiza entre
dos lineas 2 es llamada sarcémera y la fibra gque se encuentra
formada por varias sarcdmeras se conoce como miofibrilla. Una
sola fibra muscular esta formada por algunos cientos de miofi-
brillas, y cada miofibrilla esti separada de otra por su espacio
intermiofibrilar. En el espacio intermiofibrilar se encuentran
varios organelos subcelulares como:

Las Mitocondrias

Son estructuras pequefias, intimamente relacionadas con
suministro de energia a la fibra muscular. Se localizan funda-
mentalmente en el espacio miofibrilar a ambos lados de la linea 2
y Junto a la banda A (fig 4). Su estructura compleja es
caracteristica, ya gue se encuentra rodeada de una sola membrana
y en el interior del cuerpo se localiza una membrana con plieges
profundos en la cavidad central del organele. La porcién central
de la mitocondria es material amorfo en el que ocasionalmente hay
cuerpos densos.

Pueden ser numerosas cerca de los nlcleos y en 1la zona limitada
bajo del sarcolema y en los polos del nficleo. Las de las zonas
cercanas al aparato de Golgi pueden ser pequefias.

gistema Tubular Transverso y Reticulo . Barcopléismico.

Estas estructuras se relacionan con la activacién de la contrac-
cién, seguidas de un estimulo eléctrico en el msculo. El siste-
ma T (Sistema tubular transverso) esta en sentido transverso en
el misculo haciendo contacto con algunas miofibrillas. Esta
estructura esti limitada por una membrana que se continGa con el
sarcolema externo.
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Fig. 3 Misculo esquelétetico normal. Corte longitudinal M:E: 36 995x. 1, Banda
M. 2 linea Z. 3 banda I. 4 banda A. 5 sarcomera. 6 banda H. Acetato de uranilo /
citrato de plomo.
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Fig. 5 Corte longitudinal de miisculo esquelético normal M. E. 28 529x. 1. linea
Z. 2, elementos tubulares del sistema reticulo sarcoplasmico. Acetato de uranilo
[citrato de Plome.
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En los humanos el sistema T se localiza cercano a la unién de la
banda A y la banda I (fig 5).

El reticulo sarcopldsmico es una estructura discontinua que forma
una saco fenestrado alrededor de la miofibrilla individual. Con
microscopia electrénica se observa el interjor del reticulo,
lleno de material amorfo. A causa de una pequefia expansién
sacular del reticulo sarcoplasmico, cuando se encuentra adosado
al sistema T, se observa un arreglo regular y repetido de las dos
estructuras, conocido como trifada, que en el humano se encuentra
en unién con la banda A y la banda I.

Grénulos de glucdgeno.

Se pueden observar claramente en el mlscule con microscopfa
electrénica y se caracterizan por su tamafio (150 a 300A) y por
presentarse diferencialmente en la fibra muscular, pero hay una
tendencia a encontrarse en mayor nGmero en la zona de la banda I
que en la zona de la banda A (fig 6).

Otras estructuras gue se pueden apreciar en una biopsia de miscu-
lo son:

Husos neuromusculares

Son estructuras especializadas con fibras estriadas y con una
capsula de tejido conectivo, donde el nGmero de fibras varia de 4
a 16. Los husos se localizan en los fasciculos musculares en el
tejido conectivo perimisial, cerca de los nervios y vasos (fig
7). Las fibras musculares intrafusales tienen su nervio motor
especializado propio, asi como sus nervios sensores. El huso
neuromuscular actia como un érgano sensorial, el cual se asocia a
la coordinacién de la actividad muscular, ademis de que mantiene
el tono muscular. Estos husos pueden ser de dos tipos:

Los llamados bolsas. de nicleos y que presentan una gran cantidad
de nficleos en el &rea central de la fibra. Agquellos conocidos
como cadenas de nficleos pequefios que se extienden por toda 1la
fibra (fig. 8). .

La actividad enzimitica varia en las fibras intrafusales mucho
mias que en las fibras extrafusales.

En una biopsia de mGsculo es importante no confundir a las fibras
intrafusales y a los husos musculares con las fibras extrafu-
sales. :
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Fig. 6 Corte transversal de misculo esquelético normal, M. E. 36 995x. 1
miofilamentos. 2 mitocondrias. 3. particulas de glucégeno. Acetato de uranilo /
citrato de plamo, .
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Fig. 7 Vista de misculo nermal, demostrando fasciculos individuales, que torman
el . mosculo mismo, también se observa un huso ncuromuscular con sus fibras
intrafusales (flecha). H-E 200x.
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Fig. 8 Corte longitudina! mostrando nacleos en cadena, dentro de la fibra

muscular. H-E 800x.
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Tejido Conectivo

El endomisio es una lamina delgada de tejido conectivo, alrededor
de la fibra muscular, que consiste de una l&mina basal externa,
que pierde el arregleo reticular y una capa delgada de fibrillas
de colédgena. Ocasionalmente los mioblastos, estan presentes, se
conocen como células satélites, es raro encontrarlos en el maGscu-—

lo de adultos. Cuando estan presentes se encuentran cerca del
endomisio y se localizan conectados entre células satélites de la
membrana y el sarcolema. Estas células son indiferenciadas,

problablemente son mioblastos, pero definitivamente no represen-
tan a los fibroblastos.

El perimisio rodea a un grupo de células musculares referidas
como fascfculos. Este engrosamiento del perimisio contiene pa-
quetes de fibrillas de col&geno y algunas fibras elasticas, asfi
como ocasionales fibroblastos.

La conexién del mGsculo al tendSn es por la unién miotendinosa,
una delgada capa de fibras reticulares y miofibrillas eléisticas
se interponen entre el sarcolema, el grueso de fibras ceocl&genas
y el tendén.

En el espacio intercelular de tejido conectivo y el endomisio se
encuentran pequefios nervios y una red de capilares sanguineos. Se
encuentran presentes venulas y arteriolas en el perimisio, las
cuales acarrean a las células pilares y a macréfagos.

Vascs Banguineos. oo~

Los musculos son extremadamente ricos en irrigacidén sanguinea
principalmente de capilares, los cuales se encuentran encerrados
por sarcolema, los capilares corren longitudinalmente entre las
fibras musculares, frecuentemente son anastomosados, cortos y
transversales, originando una red capilar estrecha de malla
oblongada. El endotelio capilar es delgado y de tipo continuo en
el que se entuentran numerosas vesiculas picnociticas . Los peri-
citos se encuentran encerrados en la superficie externa de las
células entodeliales. Los capilares linfiticos y los vases no
estan presentes en el endomisio, pero se encuentran en el epimi-
sio y el perimisio :

El sistema vascular es evidenciado tanto en tinciones de rutina,
como en reacciones histoquimicas. Con  ATPasa por ejemplo se
observan laa arteriolas de tamafic medio y las venas ¢que corren
entre los fasciculos, mientras que dentre de estos, la red capi-
lar se encuentra estrictamente relacionada con las fibras indi-
viduales. Las fibras de tipo 1 presentarin m4s capilares que las
fibras del tipo 2.
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Nervios Terminales.

La contracecién del mGscule esquelético y la coordinacién de 1la
actividad muscular, estd regida por 2 terminales nerviosas, 1la
terminal motora y la sensitiva.

La primera estd representada por las placas terminales y las
segundas son las terminales de nervios sensitivos, mejor conoci-
das como husos neuromusculares y terminaciones neurotendinosas.
Cada célula del mGsculo esquéletico estd provista por una placa
motora terminal, que consiste de un axén terminal bifurcade que
se encuentra en la superficie de la fibra muscular. Los impulsos
de los nervios eferentes llegan al sarcolema en la placa termi-
nal, iniciando la contraccién muscular. Desde el punto de vista
funcional, el mGsculo esti compuesto por unidades motoras, y cada
una contiene una célula nerviosa motora, gque conecta a ‘los
grupos de cé&élulas musculares, con los axones. Asi varias fibras
musculares se encuentran inervadas por la misma fibra nerviosa,
resultando la contraccién de movimientos gruesos. Mientras gque
los movimientos finos son les que se producen por los msculos
que se encuentran inervados por neuronas motoras solamente por
una o varias fibras nerviosas.

Los nervios sensitivos aferentes se conectan al huso del misculo,
Yy la contraccién de estos mfisculos es estimulada por los nervios
terminales. La funcién principal de los husos neuromusculares es
el control de la contraccién muscular por via subsecuente del
arco reflejo monosindptico.

Los axones presindpticos contienen numerosas vesiculas sinipticas
y organelos, en particular nmitocondrias. Alteraciones en axones
Y en uniones neuromusculares ocurren en una variedad de ‘enferme=
dades, pero estas pueden ser no especificas.

Las terminales neurotendinosas se localizan en el tendén, carca~
nas a la uni6n miotendinosa. El nervio terminal es estimulado
. por estrechamiento o pulsacién del tendén. El impulso del nervio
aferente inhibe el impulso extremo de tensién en la contraccisn
del mGsculo, por via del arco reflejo disindptico.

" En las figuras 9 a la 13 observamos el aspecto - del mfisculo

normal con -las diferentes té&cnicas histolSgicas e histoguimicas,
que se emplearon en este trabajo.
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Fig. 9 Fotomicrografia de musculo normal, en corte trasversal, con las fibras
musculares en color rosa, y los nicleos periféricos en color morado. Se observa
uniformidad en tamafio y forma. H-E 800 x. ’
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Fig. 10 Masculo normal tefiido con la téenica de tricrémico de Gomori
maodificado, donde tas fibras se observan en color verde turqueza y los nucleos en
color rojo. Corte transversal. 800 x. ”
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Fig. 1 Musculo normal tefiido con la técnica histoquimica de NADH-TR, donde
se observa claramente ¢l patrdn de la red intemiofibrillar, que se extiende en las
fibras musculares en forma ordenada. Las fibras de tipo 1 se encuentran en color
obscuro y las fibras de tipo 2 en color claro. 800x.
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Fig. 12 Misculo normal con la técnica h:stoquimnca de ATPasa pH. 9.4 donde
las fibras de tipo 1 son de color claro y las fibra de tipo 2 de color obscure. Corte
trasversal. 800x
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Fig. 13 Musculo normal, en corte trasversal, con la técnica histoquimica ATPasa
pH 4.6. Las fibras de tipo 1, se encuentran en color obscuro, las fibras de tipo
2A, en color claro y las fibras 2B en color intermedio. 800x.
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5. OBJETIVOB

En base a 1la gran cantidad de pacientes que cursan con
enfermedades de tipo miopatico, y en los cuales el estudio
histopatolégico es hasta el momento poco accesible, se plantea-
ron los siguientes objetivos.

1. Realizar tecnicas histolbgica e histoquimicas para identifi-
car cambios estructurales en las fibras musculares de pacientes,
con diagnéstico clinico de miopatia.

2. Hacer estudios de microscopia electrédnica para establecer
cambios de las fibras musculares a nivel ultraestructural, que
permitan completar el diagnéstico de la enfermedad.

3. Establecer por 1lo tanto la relacién entre de los
hallazgos morfologicos y el diagnéstico clinico.
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5.1 METODOS HISTOQUIMICOS

a) Técnicas histogquimicas

Dentro de los metodos de rutina para biopsia de mfisculo 2 de las
més empleadas son: hematoxilina-eosina (H-E), y el tricrémico
modificado de Gomori.

Estds técnicas nos dan un panorama claro de la morfologfia de las
fibras musculares, tanto de los elementos estructurales, asi como
de los nervios, vasos sanguineos y estructuras anormales de 1las
células musculares.

Con la técnica de H-E observamos gque el nlcleo sarcolémico se
tifie en azul, las fibras musculares en rosa y el tejido conectiveo
en rosa pdlido. Las fibras basofilicas se reconocen por su colo-
racién en azul. . :

Con el tricrémico de Gomori modificado las fibras musculares se
tifien en azul verdoso y el coldgeno es de color turquesa, los
nGcleos se tifien en rojo y los axones son azulados. Las mitocon-
drias de gue se encuentran aumentadas en diferentes. enfermedades
las fibras pueden presentar un aspecto de tincién en rojo oscuro,
como en el caso de las "ragged red fibres", o fibras rojas
rasgadas. Otras técnicas que pueden emplearse son el Sudén B
negro o el rojo oleoso para 1lipidos; para &cidos nacleicos,
violeta rdpido; ' para material metacromitico y para estructuras
como cuerpos nemalinicos se utiliza la hematoxilina fosfotangsti-
ca (PTAH). Para axones terminales se utiliza azul de metileho.
Las téchicas de argem:o—aﬁricas pueden ser empleadas de igual
manera (Dubowitz 1973).

b) Reacciones histoguimicas

Se consideran importantes por las giguientes causas (Dubowitz
1973):

1.- Facilitan la demostracién-de 1os tipos de fibras especificas
por medio de reacciones enzimiticas, y por lo tanto el tipe de
fibra que se encuentra involucrado en la enfermedad (fig. 14).

2.~ Demuestran la falta de una enzima en particular como 1la

fosforilasa en enfermedad de Mc Ardle, ademds de la deficiencia o
exceso de un producto de almacenamiento.
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REACCION GENERAL DE LA SECUENCIA EN LA
TEQNICA ENZIMATICA

susTRATO  TEOEEION  poopycro IniciaL DE T "EEEEIO0  propyero FINAL DE
enzima REACTION captura REACCION

Fig. 14
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1. RECONOCIMIENTO

ENZIMA + SUSTRATO ——H2 . enzima-susTs
TRy ENZIMAZSUSTRATO

2. ACTIviDaD

ENZIMA-SUSTRATO ————3mENZIMA + PRODUCTO 1 + PRODUCTO 2

REAQCION DE CAPTURA
7.- QOLOR BRILIANTE

PRODUCTO 1 + SAL CROMOGENA 0E T/ACIQV;b AGENTE DE CAPTURA
. o .
AGENTE DE LNION

COLOR BRILLANTE ———3- COLOR CROMOGENO

2. SAL METALICA

PRODUCTO 1 + Cotte—im COPT

Sida (1993)

Fig. 15
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3.~ Permite observar cambios en la estructura muscular que no se
aprecian con otras técnicas histolégicas como son los corazones
centrales, y fibras apolilladas entre otras {fig 15)

Las enzimas oxidativas ( Deshidrogenasas, diaforasas, oxidasas).

Son algunas enzimas oxidativas intermediarias que participan el
el ciclo de Krebs e indican un recurso energético posible, en el
metabolismo del misculo. Las deshidrogenasas son enzimas oxidati-
vas que transfieren electrones del sustrato al aceptor, con
excepcién de la deshidrogenasa succinica y la deshidrogenasa
alfa-glicerofosfatasa mitocendrial, que necesitan de una coenzima
para reaccionar.

E) principio de reaccidn de estas técnicas histoquimicas es el de
emplear una sal de tetrazolium, la cudl es incolora y soluble
pero que cuando intercepta electrones en un punto de la cadena
respiratoria se reduce a formazin dando un color negra que se
deposita en el sitio de reaccibébn. Los compuestos m&s usados son
el nitroblue tetrazolium NBT, el cloruro de ditetrazolium y el
‘2,5 difenil bromurc de tetrazolium y el MIT (Wilson 1984).

Diaforasas

La enzima cldsica es la NADH-Tetrazolium reductasa gue usa el
NADH como sustrato y el compuesto de tetrazolium como aceptor de
electrones. Para esta técnica el tejido se incuba en una solucisén
de NADH y NBT o MTT; el misculo incorpora el NADH-Tetazolium
reductasa y 1libera el hidrégeno del NADH y el tetrazolium se
reducird a formaz&n insoluble y se deposita cerca del sitio de la
reaccién (Wilson 1984).

Dashidrogenasas unién-coenzima

Generalmente se utilizan para demostrar las deshidrogenasas
dependientes de NAD o NADP. Un ejemplo es la oxidacién del lacta-
to a piruvato por medio de la deshidrogenasa lactica, en donde la
reaceidn se completa con la reducién de NAD a NADH y este thltimo
pueda ser oxidado por el NADH-Tetrazolium reductasa en el tejido
y se pueda unir al NBT. E1 NADH se produce a partir de RNAD por
accidén enzimatica, mientras gue en la demostracién del NADH + TR
se afiade al medio de incubacién original (fig 16).
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Deshidrogenasas que no se unen a coengimas.

Algunas deshidrogenasas pueden transferir electrones directamente
al sistema citocromo, con la mediacidn de coenzimas, como la
deshidrogenasa succinica. En las reaciones oxidativas se pronmueve
la oxidacién del succinato a fumarato, donde la enzima no puede
transferir electrones al tetrazolium, sin que intervenga el
desencadenamiento del citocromo. Reacciones parecidas a las
succinoxidasas implican que enzimas como la deshidrogenasa sue-
cinica se encuentren involucradas.

Para -la adicién de aceptores de electrones se emplea la fenacina-
metasulfato, la cual se puede reducir con la deshidrogenas suc-
cinica directamente, ademés que se puede utilizar para reducir el
tetrazolium a formazdn. En estd tecnica se demuestra la activi-
dad y la localizacién de la deshidrogenasa succinica.

El menadicne (vitamina X) se utiliza en la histoquimica y actia
como aceptor de electrones (Watenberg y Leong 1960), generalmente
en las reacciones de alfa-glicerofosfato deshidrogenasa, y para
demostrar la alfa-glicerofosfatasa deshidrogenasa mitocondrial,
que es correspondiente de coenzima en lo gue difiere del
glicerofosfato deshidrogenasa unida al NADH en el citoplasma
(Wison 1984).

Problemas de interpratacidn

Uno de los factores que deben tomarse en cuenta en estos métodos
cuando se determina la oxidacién de enzimas es que los compues-
tos de tetrazolium NBT y MTT tiene una gran afinidad por algunas
membranas fosfolipidicas del tejido muscular, reaccionando direc-
tamente con las mitocondrias y el reticulo sarcoplasmico. Por
eso cuando se coloca una seccidn del mGsculo en una solucién gue
contenga tetrazolium y se reduzca con sulfuroc de amohio se daré
una reduccién directa y esto podrd dar un falso positivo.

Otra situacién diferente se presenta cuando se usa menadione y
NBT para demostrar una reacién histoguimica, Porgue el menadione
se reduce directamente a pH 7.0 por algunos tejidos que contienen
grupos sulfhidrilo, esto provoca que con la adicién de la enzima,
los grupos sulfhidrilo se puedan demostrar, dando un factor de
localizaci6én false y el error puede deberse a la interpretacién
de la tincién.

Las dificultades mencionadas reducen la informacitn de las reac-
ciones bioguimicas e histogquimicas, lo cual puede deberse en gran
parte a la falta de practica en la  interpretacitén de biopsias
musculares .

37



TRANSFERENCIA DE HIDROGENOS EN LA REACCION DE
TETRAZOLIM REDUCTASA

Tetrazol ium *
NA?.HZ—D Reductasa '—“ﬁr_"ABT.HZ + NAD

Transferencio directa - no enzimatica
Doble paso de hidrogenos en el sistema
de diaforasas.

Sida (1993)

Fig. 16

REACCION BIOQUIMICA DE LA FOSFORILASA

""GLUODSA 1-FOSFATO + ler. POLISACARIDO ———
—————— FOSFATO INORGANIQD + ler. GLUCOSIDO (=<-1.,4)

Sida (1993)

Fig. 17
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Fosforilasas

Son enzimas citoplasm&ticas que, se encuetran in vivo involucra-
das en la degradacién de glucégeno , por el rompimiento de 1la
unién 1,4 glucosidica. In vitro la reaccifén se hace reversible
del glucdgeno a glucosa l1l-fosfato.

La té&cnica depende de la sintesis de polisacaridos en forma de
glucosa alfa 1-fosfato (fig 17),

La extensién de una ramificacién desencadena la formacién pro-
porcional de la actividad de la fosforilasa presente. Cuando la
tincién se da por yodo el color varia de acuerdo al desencadena-
miento. Una reaccién amarilla es negativa, y va a cambiar la
positividad conforme al color se modifica hacia el tono café
(Wilson, 1984).

Adenosin Trifosfatasa ( ATPasa)

En el proceso histoquimico depende de una serie de reacciones
complejas para llegar al producto final, en la gque el téjido
tendrd que incubarse en una solucién que contenga ATP y calcio y
que se encuentre a pH 9.4. En la reaccién la enzima ATPasa separa
el fosfato terminal del ATP con participacién del calcio pre-
sente; el fosfato se va a combinar rdpidamente con el calcio para
formar fosfato de calcio. En pH alcalino el fosfato de calcio es
insoluble y se deposita en el sitio de la actividad enzimstica.
El tejido serd transferido a una solucién de cloruro de cobalto,
en donde se dari un intercambio del i6n cobalto por el ién
calcio, para formar fosfato de cobalto, en'los sitios de activi-
dad. El siguiente cambio del tejido serd a una solucién de
sulfuro de amonio, dando como resultado el color negro correspon-
diente al sulfuro de cobalto insoluble (fig 18).

Cuando el msculo se seca al aire y se expone al calcio, la red
intermiofibrilar se altera y durante la reaccién se desintegra
por lo gque la ATPasa no muestra su ubicacién y se restringe a la
miosina. Esta enzima evidencia varios tipos de fibras que son
dependientes del pH (Wilson 1984}).

Tincidén por Acido Periodico de Bchiff (PaAS)

Nos sefiala la presencia de glucégeno en miscule y de otros
polis&caridos, algunos mucopolisacaridos, muco y glicoproteinas
glicolipidos y algunos lipidos insaturados. La tineién normal-
mente depende de la oxidacién del grupo 1,2 glicel por accién del
dcido periodico, de donde resulta la formacidn de los dialdehidos
gue reaccionan con el reactivo de Schiff (fucsina sulfurosa
dcida). que producen una tincién rojo-purpfira
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SECUENCIA DE LA TECNICA OE ATPasa Ca*?t

REACCION ENZIMA _ SUSTRATO

ATP + H0 —€BLM9, sp & HpO P

HPOy™ + HOH— H* + PO~ — H3U* + [FOp) "
REACCION DE CAPTURA

3ot + POy ——1Ca3(POyl;

REACCIONES DE DESARROLLO DEL (DLOR

3CoCly + Ca (POy); «— 3CoCly + Co (PO4l3d
Co3(FO,) + 3H;§ — 3CeSi + 2H3PO,
Sida (1993)

Fig. 18
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5.2 LA BIOPSIA MUBCULAR

El estudio de las biopsias de misculo es una técnica complemen-
taria en el estudio de clasificacién y diagnéstico de enferme-
dades neuromusculares, miopatias primarias, lesiones inflamato-
rias y distrofias musculares.

Para practicar una biopsia muscular es necesario:

1, Beleccién del paciente

El criterio bésico es gue el paciente presente alguna evidencia
de tener una enfermedad neuromuscular, que se manifiesta general-
mente como debilidad muscular.

Para hacer la seleccién del midsculo que va a ser biopsiado, es
necesario conocer la distribucién de los mGsculos débiles, ya que
estos presentardn marcadores morfol6égicos de 1l1la enfermedad.
Cuando la distribucién de la debilidad es proximal, se selecciona
un masculo de esa 4rea, como puede ser el cuadriceps o bien el
biceps; el deltoides y el gastrocnemio son también mGsculos
favorables para hacer la toma de biopsia. Estos misculoes
presentan la ventaja de tener un patrén histoldégico familiar y la
distribucién de los tipos y tamafios de las fibras es mds facil de
recopocer (Dubowitz, 1985),

Otros misculos estdn en desventaja para la biopsia por tener un
patrén de distribucién diferente, para el cudl tendria que ha-
cerse un seguimiento particular de investigacién.

2. Técnica para tomar la biopsia

Se .puede realizar igualmente en adultos como en nifios, bajo
anestesia local, ya que ésta no presenta complicaciones,que
pudieran darse bajo anestesia general, como podrian ser las
dificultades respiratorias en pacientes con enfermedades neuro-
musculares.

Para tomar la biepsia es necesario inyectar la piel con Xilocaina
al 2 % evitando inyectar el mascule. Se procede a hacer una
incisién de 3 a 4 cm. de longitud, en direccisdn de las fibras
musculares. La piel se retrae y se expone la fascia muscular. El
misculo se remueve y se sujeta con unas pinzas y se procede a
aislar un cilindro muscular de 2.5cm de longitud por 0.S5cm de
ancho, el cudl se sujeta con hilo de sutura.

El nmGsculo se extiende sobre una gasa humedecida en solucién
fisiol6gica fria, y se conserva la orientacién de las fibras, y
se cortar el mdsculo, pero manteniéndolo extendido.
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Para microscopia electrénica es importante que el mdsculo permé-—
nezca extendido, por lo que en ocasiones se emplea un sujetador
que realiza esta funcién (Dubowitz 1985),

Para procesos histoquimicos no es indispensable que el mGsculo se
mantenga extendido.

La relajacién del misculo es importante para la cuestién cuanti-
tativa, ya que cuando nho se presenta este proceso, de forma
natural, como sucede después de la biopsia, por que se ha
ejercido, un estiramiento mécanico por sujetar el mGsculo se
produce alteracién en el di&metro de las fibras, esto también se
observa cuando el misculo se ha congelado previamente.

Hay técnicas, como la empleada en este trabajo, gue permiten el
relajamiento natural del mGsculo, al colocarlo en gasa hGmeda
en solucién fisioldgica a 5 C durante 30 minutos.

Terminada la biopsia, la fascia se sutura con material
absorbible para evitar la herniacién del mGsculo y se cierra la
piel. Después de 24 horas se pueden presentar sensaciones de
puncidén en el sitio de la biopsia.

Algunos autores emplean la biopsia con agujas percutdneas por su
facilidad de uso y ripidez en pacientes externos y principalmente
en nifios, Pero presenta algunas limitaciones, como el tamafio de
la muestra donde no se aprecia la orientacién de la misma.

Para preparar el especimen para estudios histolégicos o histogui-
micos, el material debe congelarse lo ma&s pronto posible para
evitar que las enzimas solubles se inactiven. El lapso entre la
toma de la biopsia y el congelamiento de la muestra puede esperar
30 minutos sin que se presenten cambios importantes.

Para la congelacién se propone usar nitrégeno liquido (-160 C) no
en forma directa por que se forman cristales por el congelamiento
rdpido (fig 19). Algunos autores emplean isopentano para 1la
congelacidn ya que este compuesto actGa como un medio conductor
dando un congelamiento m&s ripido. El isopentano se debe
enfriar en nitrégenc liquido para que adquiera una consistencia
de jarabe y cuando se introduzca el especimen por pocos segundos
se de un buen congelamiento. Otros autores (Dubowitz y Brook)-
proponen el método de goma de tragacanto-isopentano, donde el
especimen se incluye en goma de tragacanto al 10% directamente
en una platina del microtomo. Este método se combina con el de
isopentano antes descrito y el especimen se guarda en el criosta~
to para que sea cortado.
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Lstos métodos tienen el inconveniente de que son caros y que el
isopentano se evapora réipidamente., Lo que quede del blogue se
puede guardar en un recipiente gque contenga nitrégeno liquido
Yy se puede conservar por afios sin que aparentemente pierda
su actividad histogquimica.

En este trabajo se desarrolio la metodologia desarrollada por
Sida, 1891. Que consiste de cubrir el fragmento de misculo que se
va a congelar, coh talce perfectamente, y colocarlo en una plati-
na fria gue tenga medio de montaje para congelacidén (Tissue Tek).
Se coloca el misculo en la platina y se cobre totalmente con
Tissue Tek y se introduce en el nitrogeno liquido hasta gue la
muestra alcance la temperatura del nitrogeno.

Para realizar los cortes se usa un criostato en un intervalo de
temperatura de =15 C hasta =25 C. Para especimentes con grasa
una temperatura mas baja facilita el corte. Los cortes
serén de 104 de espesor o menos y se recogerdn en un cubreobjetos
para procesarlos en serie.
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Fig. 19 Artefactos de hielo producidos en la fibra muscular, por una mala

congelacion. H-E 800x.
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5.3 CITOARQUITECTURA E HISTOQUIMICA DEL MUSCULO

Se explicaran los detalles citoarquitectonicos del mdsculo normal
que es tratado con técnicas histogquimicas.

Reacciones con Adenosin Trifosfatasa (ATPasa)

Para hacer la estimacién es necesarioc recordar que incluye la
preincubacién del tejido en pH acido y la incubacién en ATPasa a
pH 9.4 y la reaccién se da a nivel de las miofibrillas ya que la
red intermiofibrilar se ha destruido antes de la reaccidon. Por
eso se presenta el aspecto de separacidn entre las miofibrillas.
En las tinciones de cortes longitudinales se puede observar la
zona de la banda A que contiene a la miosina, Esta reaccién se
conoce como la reaccién de ATPasa de la miosina.

La reaccién de la técnica de ATPasa se puede variar cambiando las
condiciones de 1la preincubacién, lo gque implica cambiar los
valores del pH (Dubowitz 1973).

Preincubacién a pH 4.3.

se sugirié originalmente se hiciera con 4cido etilendidmino
tetraacético (EDTA) a pH 4.3 (Dubowitz y Brooke, 1973), con el
cual el patrdn normal de la reaccién es alterada notoriamente
provocando que las fibras de tipo 1 se obscurezcan y las tipo 2
no alcancen el tono normal de tincién quedando mas claras que las
de tipo 1. Sin embargo se demostré que el EDTA no era el que
estaba influyendo en el cambio de coloracién sino el pH era el
gque provocaba tal efecto y se podia realizar la preincubaciédn sin
EDTA. -

Por ejemplo, se puede preincubar con buffer de Acetato de Sodio a
pH 4.3 por 5 minutos observandose el mismo efecto. Raras fibras
muestran un grado moderado de reactividad y constituyen fibras de
tipo 2C.

Preincubacién a pH 4.6.

Después de 5 minutos en preincubacién a pH 4.6 se da una reaccién
diferente, en que las fibras tipo 1 tienen una reacciébn fuerte, y
las del tipo 2 observaron una gran inhibicién; presentandose asi
dos colores diferentes: las 2A que son completamente inhibidas y
las 2B que tenian un grado de inhibicién menor que las 2A.
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Este tipo de inhibici6n se presenta en la actividad de la ATPasa
en pH's alcalinos, por lo que en la técnjca de ATPasa cada fibra
presenta una sensibilidad propia en un intervalo especifico de
PH. En un analisis histogréfico de fibras tipo 2 se encontré que
las tipo 1, 2A y 2B presentaban aproximadamente la misma propor-
cién de fibras.

Enzimas oxidativas.

Pueden presentar una apariencia similar en las reacciones, con
punto de menor variacién.

NADH-Tetrazolium Reductasa (NADH-TR)

Los dos tipos de fibras conocidas se pueden diferenciar unas de
otras . El1 tipo 1 es de color mis obscuro que el tipo 2. Las
miofibrillas no se tifien, pero si la red intermiofibrilar que
incluye a las mitocondrias y al reticulo sarcopldsmico. E1l patrén
de la red es un poco distinto en los dos tipos de fibra,

Con la correlaci6n que hay en una reaccién De NADH-TR y la ac-
tividad de la ATPasa pH 2.4, el wiscule humano , muestra gue las
fibras de tipo 1 reaccionan mds intensamente en NADH-TR gue en
ATPasa, y las fibras de tipo 2B tienen menor reaccidén con NADH-TR
Y el tipo 2A muestra una actividad intermedia en esta reaccién
(Dubowitz, 1973) (Tabla III).
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Tabla 111

Resul tedos obtenidos en lus fibras musculares
con las diferentes técnicas histoquimicas.

Técnica Tipo 1 Tipp 2 A Tipp 2 8
ATP asa 9.4 Claras Qbscuras Obscuras
ATP asa 4.6* Qbscuras Claras Qbscuras
ATP asa 4.3* Qbscuras Claras Cloras
NADH - TR Gbscuras Claras Claras

* Preincubacién Sida (1993)
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5.4 CAMBIOS PATOLOGICOS DE LA BIOPSIA MUSCULAR

Mencionaremos los cambios patolégicos que se pueden presentar en
una biopsia muscular.

Las anormalidades que se observan con mayor frecuencia son:
1.- Cambios en el tamafio de la fibra

2.- Distribucién anormal de las fibras

3.~ Cambios en el nGcleo

4.~ Degeneracién y regeneracién

S.- Cambios en la arguitectura

Dos de las caracteristicas que afectan a las fibras del mfisculo
son la hipertrofia y la atrofia, las cuales se reflejan en el
aumento del volumen muscular generado por el trabajo repetido y
sostenido y la pérdida de volumen por falta de actividad respec-
tivamente.

Los cambios en el tamafio de las fibras pueden ser fisiolégicos o
patolégicos, En las miopatias, la distribucién de las fibras
grandes y pequeilas es al azar, mientras que en las neuropatias
las fibras atréficas por denervacién se agrupan.

Es posible tener un panorama del tamafic de las fibras con 1la
observacién al microscoplo, pero para tener un idea real es
necesario medir el di&metro de cada fibra con la ayuda de un
ocular micrométrico y realizar un histograma con los resultados
obtenidos, para hacer una comparacién con los parimetros normales
de acuerdo a la edad y al sexo (Dubowitz 1973).

Atrofia e hipertrofia

En las atrofias las fibras pequefias son méds obvias en comparacién
a las grandes y en el histograma observamos que la campana de
distribucion aparece con el lado izquierdo mis prominente,
llegando a marcar un doble pico.

Este tipo de distribucién se conoce como, una distribucién de
picos gemelos.

En la hipertrofia ocurre algo parecido, soclo que la curva de
distribucién normal tendrd un cambio hacia la deresha.
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Dubowitz (1972) encontrd que tanto las fibras de tipo 1, como
las de tipo 2 podian presentar atrofia, y que ademds podian
encontrarse tampbién en los subtipos 2A y 2B. Observé ademds - que
los tipos especificos para hipertofia se presentaban con menor
frecuencia, pero cuando se encontraban afectadas la fibras de
tipo 2 se asociaban a un exceso de trabajo del misculo y se puede
presentar tantoc en hombres como en mujeres.

La atrofia de fibras de tipo 1 se presenta en forma poco fre-
cuente; cuando se presenta con mayor intensidad se puede asociar
con distrofia mioténica, artritis reumatoide ¢ en algunas
enfermedades infantiles como 1la miopatia tubular, miocpatfia
nemalinica o una desproporcién congénita del tipo de fibra.

La atrofia de fibras del tipo 2, que resulta del desuso
muscular sea cual fuere la causa se asocia con anormalidades como
ocurre en enfermedades del tracto piramidal, retardo mental
(Broke y Engel 1969), enfermedades de la coldgena, (Engel 1968),
miastenia gravis, polimialgia reumdtica © en la enfermedad de
Parkinson.

cuando se incrementa el tamafo de las fibras se observa gue la
distribucién de su di&metro dentro de la curva es w&s amplia a
pesar de gue los valores de diadmetro medic pueden caer dentro de
los limites normales. Este cambio es propic de las miopatias,
las cuales se diferencian de las denervaciones dende se presenta
generalmente un histograma de picos gemelos.

La distribucién de anormalidades gue se presentan en las biopsias
donde los cambios patolégicos no son muy evidentes pueden ser mas
notorios en una zona que en otro, por lo que se aconseja tomar al
mdsculn como un conjunto ¥ no como fibras individuales.

Cuando las atrofias se presentan en grupos de fibras pedueias,
como en las denervaciones se observa que generalmente se encuen-
tran rodeadas de fibras de tamafic normal.

Para localizar a los grupos de flbras que se encuentran en zonas
extensas del mGsculo, como son los fasciculos, las fibras atr6fi-
cas se encuentran generalmente separadas entre si por efecto
mismo de la enfermedad y puede darse el caso de que los grupos se
encuentren cercanos Yy esto suele presentarse en enfermedades
relacionadas a denervaciones (fig 20).

Cuando la atrofia se presenta en forma perifascicular gJgeneral-

mente se asocia a miopatfas inflamatorias y refleja cambios
isquemicos secundarios en vasos.
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Fig. 20 Fibras pequefias angulares (flechas) con NADH-TR 800x.
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Predominic de tipo de fibra

En el misculo normal tratado con métodos histoquimicos las fibras
presentan una distribucién de agrupamiento conocido como mesaico.
En algunas biopsias , se pueden hallar grandes grupos de fibras
del mismo tipo avecinadas. Estos cambios estdn en relaciéon con
las reinervaciones del misculo. En el hombre se asocia a un
proceso denervative crénico.

Para considerar cuando un tipo de fibra es dominante es necesario
conocer la proporcién normal de cada tipo de fibra en el midsculo
y tomarse en cuenta edad y sexo del paciente. Generalmente la
proporcién del misculo es de 1:2 respectivamente para fibras tipo
1y 2 en misculos biceps y cuadriceps. Es importante tener este
control para reconocer cuando hay predominio o deficiencia de un
tipo de fibra.

Dubowitz y Brooke, 1973 encontraron que las fibras tipo 1 eran
predominantes cuando estaban presentes en proporcién > a 55% y el
tipo 2 era dominante cuando se encontraba en proporcién > a 80%,
esto tomando en cuenta a los 2 subtipos .

La abundancia de fibras de tipo 1 se asocia con miopatias y con
distrofias gque tienen un origen genético. En cambio el predominio
de fibras de tipo 2 se encuentra relacionado con enfermedades de
la neurona motora. La deficiencia de algGn tipo de fibra se
define con su presencia en menos de un 10% con respecto al total
de fibras normales.

cambios nucleares

El nficleo es muy susceptible a los cambios patolégicos. Entre
estos cambios los mds comunes observados en el msculo patolégico
son los que se mencionan a continuacién:

NGecleos internos.

Se sncuentran localizados en la sustancia de la fibra muscular,
siendo normales cuando se encuentran presentes en un porcentaje
menor a 3 % . El anilisis de las fibras en corte transversal es
importante para determinar este porcentaje.

Una gran proliferacién de nticleos internos sugieren una miopatfa,
Una excepcién son las neuropatias crénicas periféricas, como la
atrofia muscular peroneal { Charcot-Marie-Tooth).

Cuando 100% de los nlcleos se encuentran en posicién central
dentro de la fibra se debe pensar en la miopatia tubular que en
algunas ocasiones se asocia a hipertrofia o atrofia de las fibras
tipo 1.
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Nicleos Vesiculares.

Uno de los cambios que el nicleo puede presentar es la formacién
de vesiculas que lo involucionan completamente; generalmente el
nucleolo se observa prominente. Tal cambio se encuentra relacio-
nado con las fibras basofilicas y con evidencias de regeneracidn.
Solo cuando se encuentran en gran niimerc se asocian a miopatias.

Nicleos Tigroides.

Se observan cuendo la cromatina se encuentra en forma granular;
se asoclan a neuropatias y en algunas ocasiones se presentan en
distrofia mioténica.

Ndcleos Picnéticos Agrupados.

Pueden observarse pequefios grupos Qe nficleos que se tifien en
color obscuro. Estos cambios pueden observarse cuando se ha
presentado una denervacién o en las distrofias de cinturas

Cambios de regeneracién y degeneracién.

Estos cambios pueden observarse con técnicas como hematoxilina-
eosina o con el tricrémico de Gomori a nivel de fibras indi-
viduales. La necrosis de fibras musculares se observa en las
miopatias (fig. 21), pero ocasionalmente se puede encontrar
en procesos degenerativos como 1la esclerosis lateral amiotréfi-
ca o en la neuropatia crénica periférica.

Un tipo de degeneracién mis es la que se conoce como fibra granu-
lar, en la cual se observa material con aspecto de granulos
azulados, con la tincién de hematoxilina-eosina. Este material
se tifie de rojo con el tricrémico de Gomori. Estas fibras granu-
lares pueden presentarse come un fenémeno aislade que se asocia
con desérdenes oftalmopléjicos,

Las fibras basofilicas son parte del proceso de regeneracién del
propio misculo; con la tincién de hematoxilina-ecsina, el cito-
plasma adquiere un color agul. Est&n presentes en las miopatinas
como la distrofia de tipo Duchenne en su etapa temprana, as{ como
en algunos casos de traumatismo o de isquemia muscular.
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Fig. 21 Alteraciones palolégicaé, como fibras necroticas (flechas pequedias), fibras
atroficas (Mlechas grandes) y nicleos interiores aumentados (flechas curvas). H-E
400x.
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Fibras partidas

En las fibras partidas el nGcleo sarcolemal se cbserva a le largo
de una division o septo en la fibra (fig 22). Este fen6meno es
normal en uniones miotendinosas, los ndcleos que se observan son
internos y profusos. Son abundantes en distrofias de cinturas y
ocasionalmente se presentan en atrofia muscular peroneal.

Reaceciones celulares.

Entre las fibras musculares se pueden presentar respuestas celu-
lares por condiciones patolégicas., las respuestas de histiocitos,
linfocitos o© de leucocitos polimorfonucleares de las células
plasméticas soh mds dificiles de identificar en material congela-
do, por lo que se recomienda hacer estos estudios en material
fijado para parafina.

En la polimjositis las reacciones pueden variar de una zona focal
a otra, de igual manera los tipos celulares cambian de acuerdo a
las condiciones en que se presenten (Engel 1986).

En atrofias neurogénicas las reacciones celulares son menos fre-
cuentes a excepcidn de las neuropatias crénicas.,

En algunas situaciones puede ocurrir proliferacién del tejido
conectivo endomisial la cual separa individualmente las fibras
musculares. La fibrosis la podemos encontrar mds frecuentemente
aen las miopatias y es caracteristica de la distrofia de tipo
Duchenne. También se puede encontrar en atrofias neurogénicas y
en algunos casos severos de atrofias musculares espinales (Brooke
1969 b).

Cambios arquitecturales, -

Las fibras individuales sufren cambios en su arquitectura y éstos
pueden ser los siguientes:

Corasones Centrales.

Fueron descritos por Shy y Magee en 1956 y son de dos tipes,
estructurados y no estructurados.
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Fig. 22 Aspectos degenerativos como necrosis y fagocitosis (flechas grandes) de
las fibras y fibras en particion (fechas pequefias). 800x.
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En los corazones estructurados se puede observar una zona no
tefiida cuando se trata al tejido con una reaccién de oxidacién
enzimitica, como puede ser la NADH.

Con la ATPasa la zona del corazdn es reactiva y puede dar una
reaccién mis fuerte que el resto de la fibra. En el estudio con
microscopia electrdnica la diferencia puede observarse en base a
las mitocondrias que no se encuentran en la zona donde se locali-
za el corazén central. Otra diferencia que se observa entre la
zona del corazén y la zona de la sarcomera, en donde ésta es nés
concentrada y recortada en las bandas I y la zona H, la linea 2
puede ser manchada y estar en zigzag. Hay mayor tendencia a que
se presente en las fibras de tipo 1 (Dubowitz 1985).

Los corazones ho-estructurados presentan distorsién completa de
la arquitectura y no tiene una estructura cruzada dentro de la
zona del corazén., Con ATPasa aparecen como una area pdlida en la
fibra. con microscopia electrénica se puede observar que la
sustancia miofibrilar se encuentra desorganizada en el &rea que
correspondia a la estriacién. El &rea de la linea 2 se encuentra
distorsionada y da la apariencia de zigzag. Las mitocondrias
estan ausentes y hay abundancia de material tubular gue puede re-
presentar al sistema T (Dubowitz 1985).

- Fibras Apolilladas.

" La apariencia-de las fibra apolilladas se debe a pequefias &reas
en la fibra donde no hubo reaccién oxidativa, predominantemente,
en las fibras de tipo 1 (fig. 23). La presencia de gran ntmero
de estas fibras suele asociarse a miopatias, aunque en muchos

. casos se relaciona a la enfermedad de Parkinson o a polimialgia
reumdtica y en algunos nifios con sindrome de espina rigida
{Dubowjitz, 1573). .

ribras en anillo y masas sarcoplésaicas.

En té&chicas de rutina la orientacién normal de las fibras se
encuentra alterada en grupos de miofibrillas que corren en &ngulo
recto con el eje medio de la fibra; lo que da la apariencia de
una estriacién anular o de un anillo alrededor de la fibra, el
cual no es solamente periférico (fig. 24, 25).
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Fig. 23 Aspecto de las fibras apolilladas, que se aprecia en técnicas oxidativas,
como alteracion del patron de {a red intermiofibrilar. NADH 800x.
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Fig. 24 Fibra en anillo, los paquetes de miofibrillas de la periferia, ticnen una
orientacién diferente a la parte central de la fibra, lo que semeja un corte
longitudinal, NADH-TR 800X,
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NADH-TR 2000x.

Fig. 25 Aumento mayor de una fibra en anillo donde se observa claramente la

orientacion de las miofibrillas de la
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Generalmente se encuentran asociadas a masas irregulares de
sarcoplasma gue se extiende fuera del anillo. Es comin encon~
trarlos en enfermedades como miopatia crénica y en distrofias de
cinturas y en otras como atrofia espinomuscular y artritis reuma-
toide (Dubowitz, 1985).

Anormalidades mitocondriales.

Fuercn observadas por Shy, Gonatas y Pérez en 1966 en 2 casos de
miopatia infantil y, se presentaron como anormalidades de tamafio,
nGmero y distribucién de los organitos.

Se pueden observar claramente bajo miscroscopia electrénica. Se
sospecha su presencia, cuando en las técnicas de oxidacién de
enzimas las fibras musculares tienen formas aisladas de aparien-
cia granular densa.

Histogramas,

La construccién de histogramas facilitan el anilisis y la cuan-~
tificacién del tamafic de las fibras musculares ya que es un
método sencillo y reproducible. Suelen emplearse diferentes
parametros para la construccién de histogramas:

Se pueden medir diametros ortogonales, la circunferencia de la -~

fibra, la superficie del &rea de la fibra y el diametro de la
fibra muscular. Dubowitz, et al, 1973, emplearcn un método de
combinacién simple y ripido que prueba ser efectivo; este con-
siste en medir el di&metro menor de la fibra.

Para hacer una evaluacién representativa del material es
necesaric medir 100 fibras del mGsculo. A todas las medidas del
dismetro se sacari la desviacién estindar gque puede ser calculada
para cada histograma y podra hacerse la comparacién con valores
normales ya conocidos para cada misculo de acuerdo a la edad y
sexo del paciente (fig. 26, 27).

El Coeficiente de variabilidad se calcula de la siguiente manera:

Desviacién estandar x 1000

Di&metro medio
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. Fig. 26

FRECUENCIA DE FIBRAS MUSCULARES
TIPOS DE FIBRAS 1y 2 (Hombres)
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FRECUENCIA DE FIBRAS MUSCULARES
TIPOS DE FIBRAS 1y 2 (Mujeres)
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NingGn tipo de fibra con coeficiente de variabilidad menor a 250
se considera anormal, para el tamafio de la fibra. En el caso de
los nifios se presentan algunas diferencias. En biopsias normales
el didmetro de las fibras de tipo 1 y 2 no difieren mas del 12 %
con respecto al valor del didmetro mayor de la fibra mis grande
gue se presente.

El coeficiente de variabilidad igualmente en condiciones normales
debe ser menor que 250.

Factores de Atrofia e Hipertrofia

Para calcular estos factores se elabora un histograma de las
fibras musculares en el gque representa el nGmero de fibras
grandes o pequefias, los valores para las fibras normales en
hombres es de 40 a 80 um de didmetro y para mujeres es de 30 a
70 pm por lo que las fibras qgue se encuentran por debajo de estos
valores se les considera anormales pequefias tanto para hombres
como para mujeres. Tanto las fibras gue se encuentran en el
intervale de 30 a 40 um en un momento dado pueden tener un
significado menor si se comparan con un mismo nGmero de fibras
del intervalo de 10 a 20 pm. Para comprobar esto se multiplica
el nimero de fibras que se encuentran en el rango del di&metro
entre 30 y 40 pm por 1 y el nimero de fibras con dimetro entre
20 ¥ 30 un por 2 y el nGmero de fibras de 10 a 20gm por 3 y las
fibras con di&metro menor a 10 se multiplicaran por 4. Estos
resultados se sumardn y se dividirdn entre el nimero de fibras
totales del histograma, esto nos dari la base proporcional. El
valor resultante se multiplicard por 1000 y é&ste sera el factor
de atrofia.

El factor de hipertrofia se puede calcular de la misma manera,
tomando la proporcidén de fibras que se encuentren con diametro
mayor tanto en honmbres como para mujeres. En calculos diagrama-
ticos se puede considerar cada tipo de fibra por separado, asi
como cada tipo histoquimico de fibra dard 2 nGmeros, factor
atrofico . (A) y factor hijpertréfico (H), Los resultados del
histograma se podrén dar en serie de 4 nGmeros Al, Hl; A2A, H2p;
A2B, H2B. Estos factores son Gtiles sobretodo para determinar
atrofia o hipertrofia que puede no ser aparente en la inspeccién
de rutina en la Dbiopsia (Brooke, 1969c) y para mostrar la
presencia de atrofia selectiva por un tipo de fibra en asociacién
con hipertrofia de otro tipo. (Tabla IV), (fig. 28)
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Tabla 1V

LImites superiores para los valores de factores de
atrofia e hipertrofia de adultos normales (um)
en hombres y muferes.

Tipo 1 Tipp2AyB
Atrofia Hipertrofia Atrofia Hipertrofia
Biceps
Hombres 150 300 150 500
“Mujeres 100 200 150 150
Gastrognemio
Hombres 150 150 150 400
Mujeres 100 400 200 150

Brooke, Engel (1969)



Fig. 28

Factores

a b c d e
O de [ibras 0-10  T0-20 20-30 30-40 40-80 80-90
Hombre x4 x3 x2 x1 0 x1!
i i k ! m
O de fibras 0-10 10-20 20-30° 30-70 70-80 80-90
x3 x2 x1 0 x1 x2

a+b+c+d x 1000

Factor de atrofia en hombres:
. T

Factor de hipertofia en hombres: e+ f+g x 1000

T
h+i+k x 1000
T

Factor de atrofia en mujeres:

il+m+n x 1000

T

Factor de hipertrofia en mujeres:
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f g’ h
90-100 100-110 110-120
x = multiplicar
x2 x3 . x4 las fibras
encontradas en
ese intervalo
n porl, 2, 3...
90-100
x3

T = No. total de fibras medidas



6. MATERIAL Y METODOS

Para poder realizar el andlisis del material de las biopsias que
se procesaron para éste trabajo de tésis se siguio la metodologia
que a continuacidén se plantea.

Se analizaren las biopsias practicadas a 100 pacientes que fueron
remitidos al Laboratorio de Neuropatologia Experimental del
Instituto Nacional de Neurologia y Neurocirugia, de diferentes
instituciones hospitalarias, con diagnéstico presuntivo de
miopatia. Los pacientes que se recibieron fueron tanto hombres
como mujeres y la edad en ambos casos fue muy variable desde
infantes hasta adultos. La biopsia fue tomada de los mfisculos con
afectacién intermedia y se prefirieron los mlsculos gastrogmenio
y biceps, por tener valor normales conocidos de estos mfisculos.-

Después de seleccionar al paclente con los criterios que ya se
mencionaron anterijormente, se observé la toma de la biopsia para
indicar al cirujano cual era el miisculo mAs adecuado para el
estudio. Terminada la cirugfa, la biopsia se recibid en una gasa
hGmeda con solucién fisiolégleca (suero comiin) fria . Se guardd en
una bolsa de plastico para conservar 1la humedad y se dejs
reposar la muestra en el refrigerador a 4 -~ § C por 30 minutos
para la relajacién del mGsculo.

El mGsculo obtenido primero se cortd en dos partes iguales,
cuidando la orientacién del msculo, una de é&stas partes se
utilizé para el proceso de congelacidén. La parte restante se
volvié a fragmentar en dos partes de diferente tamafio, la porcién
de tejido mas grande se introdujé en una solucién de formalina
al 10% y se siguié el procesamiento para inclusi6én en parafina.
El material mads pequefic se procesd para microscopia elec-
trénica y se £ij6é en glutaraldehido al 2.5% en amortiguador de
_cacodilatos 0.1M, pH 7.2 durante dos horas como niximo y se pasé
a amortiquador de cacodilatos para 1lavar, posterjiormente se
mantuvé en refrigeracién 6 se procesé inmediatamente.

Para pr r el frag to por congelacién. Sida et, al 1991

a) Se sacd el fragmento del refrigerador

b) Se tomdé el mGsculo con las pinzas y “se pasé a una caja de
petri gue contenia talco y se cubrio totalmente el mGsculo procu-

rando que la capa de talco que lo rodea por, fuera lo mis gruesa
posible h
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c) Se introdujo la muestra en un recipiente con nitrégeno liquido
por 30 segundos

d} Se colocd la muestra congelada en la platina del criostato, la
cuil debia estar fria y tener en el centro una base de medio de
montaje para congelacién (Tissue-Tek).

e} La muestra se cubrié totalmente con Tissue-Tek y se sumergid
en el nitrégeno ligquido toda la pieza (platina y tejido) por un
tiempo de hasta 1 minuto 6 el necesario para gue la pieza tomara
la temperatura del nitrégeno, que es cuando este deja de
ebullir.

f) Se colocé la platina en el criostato; la pieza se encontré
lista para ser cortada en secciones de 8=-10um.

g) Los cortes se adhirieron en portaobjetos ; se obtuvieron de 10
a 12 laminillas por caso.

A cada laminilla se le aplicé uno de los métodos de rutina que se
utilizan en el laboratorio:

A) Hematoxilina-Eosina

B} Tricrémlco de Gomori modificado
C) ATpasa pH 4.3, 4.6 y 9.4

D)- NADH O DPNH

Procesamiento para inclusién en parafina

1.~ Se recibié la muestra en gasa humedecida en suero fisiolégi-
co o en formalina al 10%. - '

2.- Se fij6 la muestra en formol al 10% por un tiempo que pudo
variar entre 6 y 24 horas & se fijé en glutaraldehido por un
tiempo miximo de 1 hora y media, segGn el tamafio de la muestra.

3.~ Se lavé el tejido en agua corriente de 30 a 60 minutos

4.~ Terminado el lavado se colocé la muestra en rejillas o
cassettes especiales registrande el nfimero de caso gque represen-
ta. La rejilla se colocd en la canastilla del procesador de
tejidos para deshidratar en alccholes graduales, aclarar en xilol
y hacer la preinclusién en parafina. El tiempo de procesamiento
en cada paso fue de una hora.
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5.~ Se incluyd la muestra en un bloque de parafina.
6.- Los cortes se realizaron en un microtomo a 6um de espesor.

7.- Para hacer la adhesién de los cortes al portaohjetos , se
pusieron los cortes en un bafio de flotacién el cual contenfa agua
corriente y gelatina Q. P., a una temperatura de 40 a 45 C
espolvoreada en la superficie.

8.~ Se dejaron secar las laminillas usando la plancha caliente,

9.- Se desparafinaron en 2 cambios de 15 minutos cada uno en

xilol y se hidrataron con alcoholes graduales hasta agua desti-
lada.

10.- Los cortes estuvieron listos para que se les practicaran
algunas de las técnicas de rutina como son Hematoxilina-Eosina o
el Tricrémico de Gomori.

Procesamiento para microacopia electrdnica

1) Se recibié la muestra y se seccioné en fracciones muy ptque-~
flas, 1 mm3 las cuales debieron ser mids largas gque anchas y-en las
que se observé una orientacibn trasversal del téjido.

2) Se guard$ la muestra en glutaraldehido al 2.5% en amortiguador
de cacodilato 0.1M a pH 7.2, por una hora.

3) Se enjuagé la muestra en amortiguador de cocodilatos 10 minu-
tos

4) Se postfijé el tejido en tetra6bxido de osmio al 1% por una
hora

5) Se lavé la muestra en amortiguador de cacodilatos pcr 10
minutos

6) Se procedid a la deshidratacién con acetona, para misculo se
emplearén acetonas a diferentes concentraciones: 50 , 70 , 90 ,
y dos cambios en acetona de 100, 10 minutos en cada cambio. Las
-diluciones de acetona se hicieron con agua destilada.

7) La preinclusién se hizé en acetona-100%-EPON por 18 horas

8) Pasado este tiempo se incluyd en EPON y se dej6 polimerizar a
60 C , por 18 horas.
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Se hicieron secciones de 1 micrémetro de espesor, los que se
tifieron con azul de toluidina y se examinaron bajo microscopia
6ptica, para seleccionar el area de estudio.

Las ‘secciones finas se hicieron de color gris-plata del espectro
de colores de interferencia, y se contrastaron con acetato de
uranilo y citrato de plomo.

Se examinaron bajo un microscopio electrénico de transmisién
Zeiss EM 10

Métodos cuantitativos

A. Usando una reglilla graduada asociada a un microscopio
6ptico Docuval, se midié el didmetro de 100 fibras de tipo 1 y
100 fibras de tipo 2, por la parte de mayor didmetro de la fibra.
Se calculé la media, la desviacién estandar y el ceceficiente de
variabilidad (desviacion estandar x 1000 / media). Los coefi-
ciente de atrofia e hipertrofia se calcularan de acuerdo a los
criterios descritos por Dubowitz, 1973,

B. Se contaron aproximadamente 250 fibras, para obtener el
namero de fibras que tenian nicleos interiores, y as{ obtener su
porcentaje. .

€. La proporcién de fibras de tipo 1 y de tipo 2 presentes, se
calculd en aproximadamente 100 fibras, para saber cuantas fibras
de tipo 1 y de tipo 2, se encontraban. Y se obtuvé un porcentaje
para cada uno de los tipos.
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7. TECNICAS HISTOQUIMICAS
Estas son las técnicas histolégicas e histogquimicas con 1las

cuales se procesarcb las biopsias de misculo, para el anilisis y
diagnéstico clinico. ’

A) Hematoxilina-eosina

Estid técnica se realiza en primer lugar para verificar si 1la
orientacién de las fibras es la adecuada y se realiza por conge-
lacién o por cortes en parafina.

cuando se hace en cortes por congelacién:

1.- Se dejan secar las laminillas a temperatura ambiente.

2,- Se introducen en una solucién de hematoxilina durante 2
minutos.

3.- Se pasa a agua de la llave hasta eliminar el exceso de colo-
rante.

4.- La preparacién se pasa ripidamente por carbonato de litio
para hacer el viraje en el téjido

5.~ Se lava en agua de la llave ( 2 cambios )
6.- Se introduce a la eosina por 30 segundos.
7.- Se deshidrata en alcohol etilico de concentracion creciente

de 96, absoluto y en la mezcla alcohol absoluto-Xilol, dejéndolo
3 minutos en cada una.
8.~ Aclarar en xilol
9.~ Montar en resina.

B) Tricrémico modificado de Gomori.

Ests técnica se puede emplear en cortes por congelacién o en
cortes por parafina.

1.- Los cortes por congelacién.se dejan secar a temperatura
ambiente. Los cortes de parafina se hidratan hasta agua destilada
para empezar la técnica.

2.- Aplicar la Hematoxilina de 4 a 5 minutos.

3.~ Lavar en 3 cambios r&pidos de agua destilada.

4.- Aplicar el tricrémico durante 10 a 12 minutos.

5.~ Diferenciar en solucién acuosa de dcido acético al 0.2% en 5
lavados ¢ hasta que pierda el color rojo.

6.~ Deshidratar en alcohol etilico de concentracién creciente de
96% dos cambios, un cambio en alcohol absoluto, alcohol
absoluto-xilol por 3 minutos en cada uno.

7.~ Aclarar en xilol

8.~ Montar en resina.
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soluciocnes

Solucién Tricrémica

cromatrope 2R 0.3 gr.
Fast green FCF 0.15gr
Acido fosfotGngstico 0.3 gr.
Agua destilada 50 ml

Acido acético 0.5 ml.

Ajustar a pH 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 1000 ml
Yodato de sodio 0.2 gr.
Alumbre de potasio 50. gr
Acido citrico 1.0 gr.
Hidrato de cloral 50. gr

Se disuelve el alumbre =2n el agua sin calentar y agregar la
hematoxilina, el yodato de sodio, el &cido citrico y el cloral
después. Agitar hasta que todo este disuelto.

C) ATPasa ( Adenosin trifosfatasa)

En est& técnica se emplea una preincubacién para los pHs &cidos;
el pH basico es conocido como de rutina y no necesita de preincu-
bacién.

1.- Se preincuban las secciones en amortiguador de acetato ade
sodio a pH 4.3 & 4.6 durante 10 minutos

2.~ Se enjuagan bien en 1 cambios de agua destilada

3.- .Se incuban las secciones en el medio de incubacién Tris y

_sal de Adenosin S-trifosfato a pH 9.4 por 30 minutos a 37 C.
Pasado este tiempo la solucién es desechada.

4.~ Pasar sin enjuagar a cloruro de calcio al 2% durante 3 minu-
tos

5.~ Se transfieren de inmediato las secciones de tejido a una
solucién de cloruro de cobalto al 2% por 3 minutos

6.= Lavar perfectamente en agua destilada en 10 cambios de 1
minuto cada uno.
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7.~ Transferir las secciones a una solucién de sulfuroc de amonio
al 0.1 % por 10 segundos o hasta que se observe el color negro en
el tejido . Este paso debe hacerse en campana de extracciédn por
el desprendimento de gases téxicos del sulfuro de amonio.

8.~ Lavar en agua de la llave de 5 a 10 minutos y observa bajo
el microscopio que se han removido los precipitados

9.- Deshidratar en alcohol etilico de concentracién graduales
creciente de 96 dos cambios, absoluto y absoluto-xilol por 3
minutos en cada uno.

10.~ Aclarar en Xilol.

11.- Montar en resina.

8oluciones

Solucién de amortiguador TRIS-HCl-CaCl2

Solucién A: ( 0.2 M TRIS ) : 2.42gr TRIS pm.121 en 100ml de agua
destilada.

solucién B: ( 0.2 N HC1 } : 1.7 ml de HClL en 100ml de agua desti-
la. ’

Amortiguador a pH 9.0 : 25 ml de la solucién A + 2.5 ml de solu-
cién B; aumentar hasta 100 ml de agua destilada,
Para cada 100 ml de solucién afadir 1.998 gr de cacl2a.

Soluciones de Amortiguadores de Acetatos.

Solueciébn A ( &cido acétice 0.2 M)
1.2 ml de Acido acético glacial en 100ml de agua destilada.

solucién B (Acetato de sodio 0.2 M )
1.64 gr de acetato de sodio anhidro pm 82 & 2.72 gr de acetato de
sodio trihidratado, pm 136 en 100 ml de agua destilada.

Para pH 4.3 : 33.2 ml de la solucién A y 16.8 ml de la solucién
B, aumentar agua destilada hasta que se alcancen los 100 ml.

Para pH 4.6 : 25.5 ml de solucidn A y 24.5 ml de solucién B,
agregar agua destilada hasta que se alcance los 100 ml de solu-
cién.

Medio de Incubacién

Sal disddica de ATP 40mg

Amortiguador TRIS 30ml

Ajustar el pH 9.4 con NaOH 0.1N Es una solucién turbia que
debe volverse limpida
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Solucién de Sulfuro de amonio diluida al 4 &

D) NADH o DPNH ( Diaforasa reducida difosfopiridina nucleotida)

1.- Se incuba en el medio por 30 minutos a 37 C 6 1 hora y media
a temperatura ambiente.

2.~ Se enjuaga en agua destilada en un cambio

3.- Se monta en glicerol o en PVP.

soluciones

Amortiguador de fosfatos 0.1 M a pH 7.4

Solucién de trabajo

Solucién A:{ 0.2 M dihidrégeno de sodio ortofosfato )

3J.12 gr de dihidrégeno sodio ortofosfato anhidro pm 156 en 100
ml de agua destilada.

Solucién B: ( 0.2 M de Hidrégeno disodio ortofosfato )

2.83 gr de Hidrogeno de sodio ortofosfato anhidro pm 142 en 100
ml de agua destilada

Para preparar 250 ml de amortiguador a pH 7.4

Se toman 23.7 ml de la solucién A + 101.8 ml de la solucién B y
se aforan a 250 ml con agua destilada.

Medio de Incubacién

1.- Agua bidestilada 4.0 ml
2.- Nitroblue Tetrazolium 4.0 mg
3.~ NADH o DPNH 10.0 mg
4.- Buffer de fosfatos 6.0 ml

Se mezcla todo y se coloca en una caja de petri a las prepara-
ciones para colecar el medio de incubacién.
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8. REBULTADOS Y COMENTARIOS

El objeto de unir estos dos capitulos es ofrecer al lector ne
familiarizado con 1los aspectos clinicos de 1las enfermedades
musculares una breve dicusién antes de la presentacién de los
resultados histolégicos.

De los pacientes incluidos en el siguiente trabajo, a quienes
se les realizb biopsia muscular entre los meses de junio de 1990
y diciembre 1991.

61 pacientes correspondieron al sexo masculino
39 pacientes correspendieron al sexo femenino, (fig 29).

La distribucién por edades en hombres y mujeres, puede ser vista
en las figuras 30 y 31 respectivamente.

Los mGsculos donde se reallzaron las biopsias fueron-(tlg 32)3

Cuadriceps 44.0%
Biceps 39.0%
Gastrocnemio 11.0%
Deltoides 3.0%
Genmelo 1.0%
sartorio 1.0%
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Fig. 29

Pacientes por sexo
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Fig. 30

Enfermedades en hombres
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Fig. 31

Edades en mujeres
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Fig. 32

Musculos estudiados
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Los hospitales que nos enviaron las muestras fueron muy impor-
tantes en este trabajo, ya que sin los cuales no se hubiera

terminado esta tesis.
fueron (fig 33):

Los hospitales gque aportaron muestras

Instituto Nacional de Neurologia y Neurocirugia 40.00%
Hospital Infantil de México 23.00%
Instituto Nacional de la Nutricién 7.00%
Instituto Mexicano del Seguro Social 7.00%
Hospital General de México 6.00%
Hospital General de Petréleos Mexicanos 4.00%
Hospital Shriners para Nifios Lisiados 4.00%
ISSSTE 4.00%
Instituto Nacional de Ortopedia 2.00%
Instituto Nacional de Pediatria 2.00%

Hospital Juérez

1.00%

Los diagnésticos emitidos, en los estudios realizados a 1las
biopsias musculares de los pacientes estudiades fueron como
siguen (Tabla V, fig 34):

23
19
10

HREHRBHRHENNNNNOWOVGY

Histologicamente Normal
Procesos de Denervacién

No especificos

Distrofia Mioténica

Proceso de Denervacién y reinervacién
Distrofia de tipo Duchenne
Distrofias de tipo cinturas
Polinmiesitis

Atrofia de fibras de Tipo 2
Atrofia Universal de fibras
Atrofia Muscular Espinal
Distrofia muscular Facio-Escapulo-Humeral
bistrofia Oculofaringea
Miopatias mitocondriales
Mioténia Congénita
Corazones Centrales
Deficiencia de Carnitina
Agregados Tubulares
Miopatia Nemalinica
Distrofia tipo Becker
Hipertrofia de fibras
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Fig. 33
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Tabla Vv

Enfermedades Diagnosticadas

A. Normales

B. Denervacion

C. No especificos

D. Distrofia Miotonica

E. Denervacion y reinervacion
F. Distrofia de Duchenne

G. Distrofia de Cinturas

H. Polimiositis

1. Atrofia de fibras T2

J. Atrofia universal

Araceli Miranda Vega
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K. Atrofia Muscular Espinal
L. Distrofia Facio-E-Hum.
M. Distrofia Oculofaringea
N. Miopatia Mitocondrial
O. Miotonia congenita

P. Corazones Centrales

Q. Hipertrofia de Fibra

R. Def. de Carnitina

S. Agregados Tubulares

T. Distrofia de Becker

U. Miopatia nemalinica
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8.1 Distrofia Musculay Duchenne

Entre 1861 y 1868 Guillaume Benjamin Awand Duchenne, hace 1la
descripcién de esta enfermedad (Emery}. Que tiene una herencia
ligada al sexo, por lo gue estd ligada al cromosoma X.

Tiene sus primeras manifestaciones entre los 2 y los 5 afios de
edad y se observa con mayer claridad al inicio de la deambula-
cidén., Entre los sintomas que presenta estd el retrasc al cami-
nar, las caidas frecuentes, dificultad para subir escaleras.
Clinicamente hay marcha anormal, signo de Gowers positivo, inca-
pacidad para correr o saltar. La debilidad es principalmente en
los mGsculos préximales y mds en las piernas gue en los brazos.
Se observa una marcada hipertrofia de las pantorrillas.

otras entidades asociadas son las cardiopatias, el pie egquinova-
ro, contracturas de flexién.

Los estudios de laboratorio revelan la Creatin~fosfo-~cinasa (CPK)
muy elevada, el patrén de la electromiografia {EMG) es miopatico.
Estos pacientes tienen pérdida progresiva de la funcién, pérdida
de la capacidad ambulatoria total entre los 9 y 12 afios de edad.
Observan afecciones de las vias respiratorias en las Gltimas
etapas de la enfermedad. El pronbstico de vida de estos pacientes
eg entre los 16 y 20 afies

La biopsia muscular muestra:

Cambios progresivos caracteristicos como la degeneracién y
regeneracibn, necrogis, fagocitesis, infiltrado inflamatorio,
variacién anormal del didmetro de las fibras musculares, con
atrofia e hipertrofia, presencia de fibras partidas, aumento en
el nGmero de nGcleos interiores. Las fibras degeneradas son
reemplazadas por tejide conective peri e intrafascicular, asi
como, proliferacisSn de tejido adipose, resultado de la progresiva
debilidad muscular (Marshall, 1989) (fig. 35, 26, 37).
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Fig. 35 Aspecto del misculo  con distrofia de tipo Duchenne, donde se
aprecian, fibras basofilicas (estrellas) con tejido conectivo intra y perifascicular
aumecatados. H-E 800x.



Fig. 36 Fibras necroticas (flechas abiertas) y variacion del didmetro de [as fibras
en distrofia de tipo Duchenne. H-E 400x.
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Fig. 37 Otro aspecto de degeneracion de las fibras musculares, en distrofia de
tipo Duchenne, con fibras necroticas (flechas abiertas) y proliferacion de tejido,
conectivo. T.Gomori 400x.



8.2 Distrofia Tipo becker

En 1953 P.E. Becker describe una familia tipica integrada por 20
pacientes, la cual habia sido estudiada por Kostakow y Devix como
distrofia ligada, al cromosoma X, posteriormente se encontré que
era el mismo alelo de la distrofia Duchene, con el mismo locus
¥p21. Esta entidad presenta un cuadro similar al de la distro-
fia de tipo Duchenne, aunque mds benigho de progresién mas lenta.
su edad de inicio es después de los 5 afios, en la adolencencia e
incluso hasta la edad adulta. Estos pacientes cursan con dificul-
tad. al correr o subir escaleras, calambres durante el ejercicio.
clinicamente, hay debilidad funcional, debilidad en misculos
proximales, prominencia de pantorrillas, marcha anserina y lordo-
sis. . Hay asociacién cardfaca leve. Tienen progresién lenta como
se ha mencionado, y su evolucién es variable. Estos pacientes
tienen capacidad ambulatoria después de los 16 afios y la especta-
tiva de vida depende de la progresién misma de la enfermedad, asi
como de la aparicién de insuficiencia respiratoria . Los niveles
de CPK son frecuentemente muy elevados, tanto como los cbservados
en distrofia de tipo Duchenne. El electromiograma es con patrén
miop&tico.

En la biopsia muscular podemos observar:

Cambios distréficos variables tales como atrofia de ambos tipos e
hipertofia de T 2, hay aumento en los nicleos interiores,
cambios degenerativos como necrosis, fagocitosis, infiltrado
inflamatorio probable. Se observan también camblos de regenera-
cién de las fibras, como fibras basofilicas. Hay pérdida varia-
ble de fibras y proliferacidn de teiido adiposo o tejido conecti-
vo. Se pueden observar focos de fibras atré6ficas como en denerva-
cién pero con perfil redondeado. La infiltracién de tejido
adiposo puede estar presente o cambiar de acuerdo a la intensidad
- en la evolucién de la enfermedad.
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8.3 Distrofia Muscular de Cinturas

Es una entidad autosémica recesiva, de efectos variables, se
puede presentar en cualquier etapa de la vida. Los pacientes
presentan dificultad en la marcha y para subir escaleras. La
marcha es anormal y presentan postura lérdica, hay incapacidad
para incorporase del suele (Gowers positivo) y para saltar. La
debilidad es variable, y estos pacientes pueden ocasionalmente
presentar hipertrofia de las pantorrillas.

La evolucién en esta entidad puede ser variable, ya que su pro-
gresidn puede ser lenta o tener un desarrollo rapido.

Los estudios clinicos muestran un CPK variable, un EMG con patrén
miopdtico. Ocasjionalmente se realiza un andlisis cromostmico en
mujeres para excluir afeccién en el locus X 21.

La biopsia muscular revela:

Cambios distréficos variables, con variacién en el tamafio de las
fibras, Yy la presencia de numerosas fibras partidas. Hay
degeneracién y regeneracién de fibras. También hay proliferacién
de tejido conectivo y adiposo, muy similares a las distrofias de
tipo Duchenne y Becker (Tabla VI), pero la principal caracteris-
tica que suele distinguirla cuando estan presentes, son las
alteraciones arquitecturales (Tabla VII), que son importantes en
esta entidad. Pero en ocasiones hacer el diagnéstico diferencial
con distrofias de tipo Duchenne o tipo Becker, suele ser muy
controversial, ya que comparten caracteristicas histolégicas muy
similares (Arikawa,1991), y aGn ma&s cuando la progresién en la
distrofia de cinturas es rapida y severa (fig. 38, 39, 40).

La forma de distinguirla es con la prueba de inmunohistoquimica
con anticuerpo antidistrofina, o con el seguimiento del paciente.



Tabla VI

CARACTERISTICAS HISTOPATOLOGICAS QOMPATIBLES DE
D.M. DUCHENNE 'Y D.M. CINTURAS

Coracteristicas

Variacién morcada &
Hipertroffa de fibras
Nacleos interiores
Atrofia de fibras
Fibras partidaos
Necrosis

Fagogitosis

Fibras basofilicas
Infilt. Inflanatorio
Degeneracién de fibras
Tejido graso

Tejido conectivo

proliferativo

D.M. Duchenne

D.M. Cinturas
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Tabla VII

CARACTERISTICAS DISTINTIVAS ENTRE
D.M. DUCHENNE 'Y D.M. CINTURAS

Caracteristicas D.M. Duchenne D.M. Cinturas

Reaccién con la

ATPosa 9.4 indistinguible buena
& de hasta 200um algunas frecuentes
Alteraciones
arquitecturales apolilladas apolilladas
anulares
distorcionadas

Reaccibn con la
distrofina negativa positiva



Fig. 38 Fibras arremolinadas (estrellas), con nucleos interiores, frecuentes en
distrofia de cinturas, se observa ademas fibras atroficas y aumento de fibrosis
intrafascicular, H-E 400x,

91



Fig. 39 Fibras hipertroficas con aucleos interiores. Distrofia de cinturas. H-E
800x,
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Fig. 40 Otro aspecto distrofia de cinturas, presencia de fibras partidas. NADH-
Tr 400x.
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8. 4 Distrofia Muscular Facio-Escipulo-Humeral

Es una entidad escrita por Landouzy y Dejerine en 1884. En algu-
nos casos la evolucién en esta distrofia puede ser muy variable,
ya que en ocasiones presenta un curso leve y de progresién
lenta, gque llega a permitir una vida normal, en ocasiones puede
ser de evolucién ripida en las extremidades inferiores que impide
la capacidad ambulatoria en la edad adulta.

Generalmente es una entidad con herencia autosémica dominante,
pero en ocasiones puede haber casos subclinicos, Afecta a los
misculos de la cara y de la cintura escapular. Su edad de desar-
rolle varia, presentdndose en la primera infancia o en la edad
adulta. En ocasiones los pacientes observan debilidad del
tronco y de la cintura pélvica, y tienen dificultad para la loco-
mocién. Sus signos clinicos son debilidad facial, asi como, de
las cintura escapular, lordosis, disposicién en varios planos en
los hombros de la abduccién. Pueden presentar sordera, o altera-
ciones en el fondo de ojo asociados. Generalmente presentan
dificultad respiratoria en los Gltimos estadios, Sus estudios de
laboratorio demuestran un CPK normal o ligeramente elevado y un
EMG normal o de patrén miopatico.

La biopsia muscular nos muestra :

La presencia de fibras atr6ficas e hipertré6ficas de ambps tipos,
con fibras pequefias angulares, en ocasiones puede haber predomi-
nio de alguno de los tipos de fibras, y en alguncs casos los
nlcleos interiores pueden encontrarse aumentados, con respecto al
valor normal. Los cambios degenerativos no son muy marcados, como
la presencia de fibras partidas, necrosis, fagocitosis, basofili-
cas. Se puede observar infiltrado inflamatorio, variande 1la
intensidad, asi como 1la proliferacién de tejido conectivo y
tejido adiposo. La presencia de fibras apolilladas puede ser
frecuente:
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8.5 Enfermedades de la Neurona Motora Baja

Las enfermedades de 1la neurona motora baja, o transtornos here-
ditarios de los nervios periféricos son un gran nGumero de en-
fermedades clinicas, que se encuentran afectadas en la neurona
motora baja, pueden ocurrir aisladamente, o en otros casos puede
encontrarse asociadas con partes del sistema nervioso central,
clinicamente se pueden clasificar por la distribucidén de 1la
debilidad, la progresién de la enfermedad, los aspectos gendti-
cos o por conocimiento de los factores etiolégicos.

En algunas ocasiones las atrofias neurogénicas se pueden encon-
trar mimetizando patrones clinices, de algunas distrofias o
miopatias. por lo que en ocasiones no es posible dar un diagnés-
tico definitive o clinicamente determinar la enfermedad.

Los cambios observados en la biopsia de misculo muestran un
patrén, recurrente en los sindromes neurogénicos, gue son carac-
teristicos, y ayudan al diagnéstico,

En algunos casos los nficleos presentan forma tigroide, y gue en
estado de atrofia neurogénica forman grupos de nficleos picnéti=-
cos, En ocasiones el nervio motor sustituye a algunas fibras
musculares, resultando fibras atrdficas dispersas o al azar,
cuando las fibras atrb6ficas se agrupan, el tamafio del grupo, se
encuentra relacionado con la severidad de la denervaciéon (fig.
41, 42, 43). La presencia de grupos grandes o pegueflios es
patognoménico de denervacién, asi como lo son la presencia de
fibras atréficas aisladas de forma angulada, gue se localizan
entre fibras de tamafio normal (fig. 44, 45, 46, 47).

De esta misma forma la presencia de grupos del mnismo tipo son
patognémonicos de reinervacisSn, lo que indica gue la denervacién
sa encuentra asociada a reinervacién (fig. 48, 49), lo que nos da
idea del prondstico y de gue tan crénico es el proceso.

La presencia de fibra en "diana" es otro de los cambics que se
cbservan en las denervaciones.

Como lo hemos mencionado estas enfermedades forman un grupo com-
plejo y heterogéneo de transtornes genéticos, gue tlene en comin
su presentacién clinica, con dehilidad nuscular gue afecta a los
miscules distales de brazos y plernas.
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Fig. 41 Grupos de fibras atréficas, con perfl angulado y redondeado,
caracteristico de procesos denervativos. H-E 800x,



Fig. 42 Grupos de fibras atroficas, con perfil angulado (*) , grupos de nicleos
picnoticos (flecha abierta), fibras partidas (flechas negras), alteraciones
caracteristicas de denervacion. H-E 800x.
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Fig. 43 Aspecto de los grupos de fibras atroficas (*), y niicleos interjores
(fiechas), en denervaciones. T. Gomori, 800x,



Fig. 44 Fibras pequeilas angulares, caracteristicas de denervacién. T. Gomori,
400x.



Fig. 45 Delimitacion clara de la forma y del tipo, en fibras pequefias anguladas
(flecha pequefla), y seflalamiento de fibras que han tenido particion (Flechas
grandes). Denervacion ATPasa 9.4 800x.
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Fig. 46  Plegamiento de la membrana basal en la periféria de 2 fibras atréficas.
Corte longitudinal, con apariencia de cierre. Mitocondrias (M) glucégeno (G).

Acetato de uranilo / citrato de plomo 28 437x.
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Fig. 47 Plegamiento de la membrana basal en fibras atréficas, ¢l plegamiento es
menos marcado que en cf anterior, por la condicién menos atréfica de la fibra. -
Mitocondrias (M) Corte longitudinal. Denervacion Acetato de uranilo /citrato de
plomo 28 437x.
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Fig. 48 Grupas de fibras del mismo tipo, caracteristico de denervacién y
reinervacion, ATPasa pH, 9.4, mosirando una sola fibra de tipo 2 en toda la
muestra. 400x.
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Fig. 49 Grupos de fibras del mismo tipo, reaccién inversa a la figura anterior con
ATPasa pH 4.3, Denervacion y reinervacion, 400x. :



Se han diferenciado tipos desmielinizantes, con razgos histo-
l6gicamente caracteristicos y con disminucién en la velocidad de
conduccidn asociada al tipo neuronal. Otro tipo observado
también neurcnal, es el que presenta atrofia neuronal y mielina

normal en el corte histoldgico, los nervios tienen velocidad de
conduccién normal.

Estas formas suelen heredarse como autosédmicas dominantes, aunque
también pueden ser autosémicas recesivas o ligadas al cromosoma
X, de caracteristicas semejantes.

Una tercera entidad se ha identificado como una neuropatia
desmielinizante, de tipo autosémico recesiva (Dejerne Sottas),

es de desarrollo temprano y mis grave que el tipo desmielinizante
dominante.

Las formas desmielinizantes como las neuronales pueden ser domi-

nantes o recesivas y puede haber loci mGltiples para cada una de
ellas.

La clasificacién de Dyck y Lambert Las ubica de la siguienﬁe
manera (Dubowitz 1992)

Neuropatia sensitiva motora hereditaria (NSMH)
- NSMH 1 desmielinizante dominante (Charcot-Marie-Tooth)

- NMSH 2 neuronal dominante (ELA)
- NSMH 3 desmielinizante recesiva (Neuropatia simple)

105



8.6 Atrofia Muscular Espinal

Las atrofias musculares espinales constituyen un grupo de altera-
ciones determinadas genéticamente en las que se registra
degeneracién de las células del asta anterior de la médula espi-
nal con debilidad asociada de los msculos. En los nifios cobra
gran importancia por la implicacién genética asociada, donde el
cromosoma § es el gue se encuentra afectado, y para cada una de
las diferentes atrofias el locus es el que cambkia., La prevalencia
de esta entidad es de 1:200 000 nacimientos (Gorden, 1991)., La
debilidad gque mnuestran estas entidades suele ser simétrica, y
afectan m&s a las pilernas que a los brazos y mis a los msculos
distales que a los proximales.

Una forma de clasificacién sencilla, y que podria considerarse
arbitraria, se basa en la capacidad del nific para permanecer
sentado, sin ayuda. (Dubowitz 1992)

1. Grave o Werdnig-Hoffman: incapaz de mantenerse sentado sin
ayuda

2. Intermedia: capaz de mantenerse sentado, incapaz de sostenerse
de pie o caminar

3. Leve o Kugelberg-Welander: capaz de sostenerse en pie y cami-
nar sin ayuda

La que nos ocupa es la leve o Kugelberg-Welander. Descrita por
estos dos investigadores que dan su nombre a:la enfermedad en
1954. Es una enfemedad autosémica recesiva. bonde se pueden
observar fasciculaciones en la lengua, marcha anserina, signo de
Gowers positiveo, y puede haber hipermotilidad de articulaciones .
Los cambios m&s frecuentemente observados son los que podemos
encontrar en algunas entidades de tipo neuropitico, como son 1la
presencia de grupos de fibras del mismo tipo, los cuales en esta
entidad suelen ser grandes, teniendo la siguiente distibucién
fibras atréficas especialmente de tipo 2, e hipertréficas de tipo
1 en especial. Los husos neuromusculares suelen encontrarse
prominentes (fig. 50, 51, 52).
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Fig. 50 Panorimica de las fibras musculares en atréfia muscular espinal, con
grupos de fibras hipertroficas (estrellas) entre grandes grupos de fibras atroficas
(triangulos). H-E 200x.
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conectivo perifascicular, en atréfia muscular espinal. T. Gomori 200x.

Fig. 51 Aspecto de la red
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Fig. 52 Grandes grupos de fibras atroficas de tipos 2, y grupos de fibras

hipertroficas de tipo 1. Atréfia muscular espinal. ATPasa pH 9.4 400x.
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8.7 8indromes Miotdnicos

8.7.1 Miotonia Ccongénita (Enfemedad de Thomsen}

Fue descrita por Thomsen en 1876, con un estudio en 20 miembros
de una familia (Streib, 1987). Es una enfermedad hereditaria de
caracter dominante o recesivo, cuyo cuadro predominante es la
miotonia, que es un estado de relajacién retardada tras una
contraccién sostenida, puede presentarse ademids por ejercicio
continuo o donde se presente fatiga muscular, fisicamente se
puede manifestar por el retraso en abrir la mano o en liberarla
de asir un objeto, Se puede presentar desde el nacimiento hasta
la infancia. Hay rigidez tras perfodos prolongades de reposoc o
actividad sostenida, hay rigidez e inmovilidad al andar, rigidez
con el clima frio, dificultad para soltar objetos. Los signos
clinicos es miotonia tras cerrar la mano o los ojos, miotonfia en
la percusién de .lengua, eminencia tenar o de otros misculos e
hipertrofia muscular. Se puede encontrar asociada a Miotonia
después de sensacién de miedo o repentina tensién muscular,
debilidad persistente en algunos casos. La evolucién de estos
pacientes es. buena en general, pueden con frecuencia controlar la
miotonfa y la tendencia es a mejorar con el tiempo. E1 EMG muesta
descargas miotonicas caracteristicas. El diagnéstico es esencial-
mente clinico.

La biopsia muscular puede ser normal o arrojar datos no especi-
ficos,” los finicos cambios ocasionales son la ausencia total de
fibras del tipo 2B, en la ATPasa 4.6, también se puede presentar
hipertrofia de las fibras

Hay también miotonia congénita autosémica de tipo recesivo, donde
el paciente muestra debilidad marcada, tanto en miembros como en
cuello, pueden estos pacientes observar hipertrofia de algunos
msculos (Miller, 1992). Asi como contracturas musculares. Esta
entidad puede tener afectacién severa en el paciente (Sun, 1983).
Y en estos casos la biopsia muscular obhserva:

Variacién anormal del di&metro de las fibras musculares, con
fibras atréficas e hipertréficas, hay fibrosis intersticial e
intrafascicular, puede observarse infiltracién adiposa y encon-
trarse alteraciones estructurales tales como fibras en anille
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8.7.2 Distrofia Mioténica

Este sindrome es de tipo dominante, con heterogeneidad vy se
encuentra en el gen localizado en el brazo largo del cromosoma
19. Este sindrome pertenece a los mioténicos por lo que hay
presencia de miotonia, ademis hay debilidad muscular, emacia-
cion, cataratas, calvicie prematura, cardiopatia con defectos de
conduccién, atrofia gonadal, déficit intelectual variable vy
demencia. Puede iniciarse en la infancia, aunque generalmenta en
la adolescencia o en la edad adulta, o también se identifica en
cualquier edad en las familias de alto riesgo.

Los sintomas son debilidad y rigidez, los signos clinicos son
miotonfa voluntaria con asistimiento sostenido, miotonfa de
percusién de la lengua o de los mGsculos periféricos, debilidad
facial, ptosis. Hay cuadros asociados como las cataratas o retra-
so mental.

Durante la nifiez los pacientes pueden ser asintomiticos y desar-
rollar la enfermedad en la edad adulta, la gravedad es variable,
incluso dentro de la misma familia, el pronéstico depende de 1la
posible aparicién de cardiopatfas o problemas respiratorios. El
EMG tiene patrén mioténico y/o miopéatico.

La biopsia muscular reporta alteraciones distr6ficas, mdltiples
ncleos interiores , que en ocasiones forman largas cadenas y
masas sarcopldsmicas, hay fibras en anillo ocasionales o abun-
dantes. Hay la presencia de fibras pegquefias angulares, las
fibras de tipo 1 suelen ser mas pequefias gue las tipo 2, aungue
&stas también pueden presentar hipertrofia, hay generalmente
hipertrofia de fibras T2. Puede haber grupos de nlcleos picnéti-
cos, o signos de degeneracién ocasionalmente (fig. 53).
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Fig 53 lmagen caracteristica de distrofia miototica. con aumento de nucleos
interiores, fibras atroticas e hipertroficas. y grupos de nacleos picnoticos (tlechas)
H-E 800x.



8.8 Miopatias Congénitas

Las miopatias congénitas sen un grupo de enfermedades que se
caracterizan por un cambio estructural especifico en el mGsculo,
clinicamente se presentan de modo inespecifico con flicidez del

ziﬁgi bien en el naciemiento o en la infancia o con debilidad mis
ardia.

Entre algunas mencionaré las siguientes:

8.8.1 Miopatia de Corazones Centrales

Es descrita por Shy y Magee en 1956, la describen como una
miopatia progresiva, con patrén dominante que afecta a varias
generaciones de la misma familia y se puede presentar entre los 2
y los 65 aflos. Los pacientes pueden presentar hipotenia,o retraso
motor en la infancia. La debilidad afecta a los misculos préxi-
males mis que a los distales, y mds a las piernas que a 1los
brazos, puede presentarse escoliosis, dislocacién de cadera o
deformidad en los pies (Shuarb, 1987). En adultos se asemeja a la
polimiositis. El defecto genético se ha relacionado al cromosoma
19 (Haan, 1990). La enfermedad parece resultar de alteraciones en
la sintesis protefca, durante el estadio temprano de la miogene-
sis (Fidzianska, 1984). Estos pacientes cursan con hipertermia
maligna (Krivasic, 1989) y en ocasiones pueden cursar con hipoto-~
nia neonatal. La micpatfa de corazones centrales puede tener
expresibidad variable en la misma familia.

Histolégicamente se caracteriza por la presencia de los corazones
centrales, en las técnicas oxidativas,se aprecian como &reas
redondas, homogéneas e incoloras a la técnica, pueden ser cen-
trales o periféricas y se localizan especialmente en las fibras
de tipo 1 (fig. 54).

Al microscopio electrdénico se observa que estas 4reas que repre-
sentan a los corazones centrales, pueden ser estructurados o no
estructurados, En los estructurades hay discontinuidad de 1las
bandas I, y A, asi como el acomodo en zigzag de las bandas 2. Las
sarcomeras tienen periodicidad mids corta, cuando se comparan con
el tejido muscular adyacente. Los corazones no estructurados
pierden totalmente el arreglo de las bandas A, I, 2, las cuales
no son distinguibles. En ambos tipos 1a virtual ausencia de
mitocondrias y del reticulo sarcoplismico en la regi6n del cora-
z6n es caracteristico (fig. 55, $6).

113



R

los cudles se encuentran hacia

Fig. 54 Fibras musculares con corazones centrales,

1a periféria de la fibra. NADH-TR 400x,
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Fig. 55 Corazén central (Cc) de tipo estructurado, se aprecia la desorientacién e
irregularidad de la linea Z (), ain se distingue el patrén de las sarcomeras, no se
observan mitocondrias en esta drca. Corte Trasversal. Acetato de uranilo / citrato
de plomo 42 327x.
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Fig. 56 Disrupcion de las sarcomeras en un corazén central estructurado, donde
se pueden apreciar algunas triadas (tr}, y componentes del sistema T (T) hay total
ausencia de mitocondrias. Acetado de uranilo / citrato de plomo 51 763x.
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8.8,2, Miopatiia Nemalinica

Es descrita por Shy et al en 1963, como una nueva miopatia congé-
nita, que se puede presentar en nifios flopyy, que tienen mayor
debilidad en los misculos de las cinturas superiores que en las
inferiores. Puede ser una enfermedad con casos esporddicos, pero
en ocasiones puede tener una herencia dominante. Estos pacientes
pueden presentar dafio severo en la musculatura respiratoria 1la
cuidl puede tener progresién leve (Sasaki, 1990). Puede afectar
ademds mGsculos del diafragma y cardiacos, asi como provocar
deformidades como la xifosis o escoliosis (Cunliffe, 1985).

La biopsia aparentemente no muestra anormalidades. La observacién
de los cuerpos nemalinicos se puede hacer en ocasiones desde la
hematoxilina-eosina, pero en donde se puede observar mejor es en
el tricrémico de Gomori, ya que estos cuerpos tienen un color
rojo que resalta sobre el verde-azul que tifie la fibra muscular,
estos cuerpos tienden a estar selectivamente en las fibras de
tipo 2, o en ambos tipos (fig. 57).

En el microscopio electrénico se observa que son estructuras
densas, con forma rectangular, con un patrén como enrejado de
periodicidad constante, y que continua con la banda Z. Por lo que
son dep6sitos anormales del material de la-banda Z probablemente
de una proteina natural que podria ser la alfa-actina
(Morris, 1990) (fig. 58, 59, 60).
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Fig. 57 Presencia de cuerpos nemalinicos en color rojo dentro las fibras
lares. Miopatia linica T. Gomori 200x.
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Fig. 58 Grupo de cuerpos nemalinicos (N) cercanos a las sarcbmeras, con
orientacion transversal (t) y longitudinal (1), corte longitudinal, Acetato de uranilo
/ citrato de plomo 13 200x,
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'Fig. 59 Grupos de P linicos (N), en posicidn sub. lemal, lamina
basal (LB). en Ja cercania de 3 fibras musculares. corte longitudinal, Acetato de
uranilo / citrato de plomo 17 208x.
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Fig. 60 Corte transversal de un grupo de cuerpos nemalinicos (N) , mostrando la
estructura cuadriculada. Miopatia Nemalini Acetato de uranilo / citrato de

plomo 34 320x.
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8.8.3 Miopatia con Agregados Tubulares

Los agregados tubulares han sido obsarvados en fibras musculares
de casos de pardlisis periédica hiper o hipocalémicas, asi como
en algunas miopatias mitocondriales, por abuso de las drogas, Yy
en ocasiones se encuentra sin relacién a alguna de éstas enti-
dades.

Los pacientes gue cursan con esta miopatia refieren dismunucién
en la fuerza muscular, principalmente en miembros inferiores y a
nivel proximal, esta debilidad es progresiva. Estos pacientes
tienen mejoria con el tratamiento de esteroides (Gilchrist,
1991).

HistolSgicamente observamos:

variacién ligera en el didmetro de las fibras musculares, con
alteraciones arquitecturales de las fibras, especialmente en las
tipo 2, con marcado material subsarcolemal, gue cambia de color e
intensidad con las diferentes técnicas histoquimicas (fig. 61,
62, 63).

Bajo microscopia electrénica, los agregados tubulares son estruc—
turas con aspecto en panal, y de borde nitido, resultantes del
‘conglomerado de ductos de 50 a 80nm de dismetro externo y de 45 a
70nm de difmetro luminal. Se localizan especialmente en fibras
de tipo 2 y parecen originarse del reticulo sarcoplésmico (fig.
64) .
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Fig. 61 Aspecto por microscopia optica de las fibras con agregados tubulares
en H-E, 400x.
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Fig. 62 Areas obscuras, con alta cap donde se |
agregados tubulares, en la periféia de las fibras . NADH-TR 400x.

124



Fig. 63 Localizacién en la periféria de drea no reactivas, con agregados tubulares

en ATPasa pH 9.4 400x.
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Fig. 64 Agregados tubul (AT), rodeados de miofil (M), donde se
aprecia la forma en panal de estas estructuras, con su doble pared. Miopatia por
agregados tubulares. Corte trasversal. Acetato de uranilo / citrato de plomo 46
389x.
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8.9 Miopatias Mitocondriales

En este tipo de miopatias se producen cambios estructurales de
- las mitocondrias en asociacidn con anomalias detectables o presu-
mibles de su funcién metabélica.

SegGn la clasificacién de Morgan-Huges (Dubowitz 1992) se toma en
cuenta la deficiencia bioguimica:

1. Deficiencias del sistema carnitina acilo-carnitina portador
(incluye las deficiencias de carnitina muscular y sistémica)

2, Defectos en la utilizacién del sustrato mitocondrial (incluye
diferentes enfermedades con encefalopatia predominante)

3. Defectos en la cadena respiratoria (incluye deficiencias de
citocromo y citocromo oxidasa)

4. Defectos de conservacién de la energia y de transduccién.

Los signos clinicos incluyen debilidad proximal de las extremi-
dades inferlores, cursan con ptosis, oftalmoplegia, debilidad
facial leve, retinopatia pigmentaria. Se puede asociar a sindrome
oculocraneosomidtico, bloqueo cardiaco, fatiga muscular, calambres
inducidos por el ejercicio, debilidad o mioglobinuria y los sin-
dromes del nifio flacido y de disfuncién cerebral. . .

Gen&ticamente, la mayorfa de las enzimas mitocondriales son
codificadas por el DNA nuclear y su herencia se regula general-
mente por un mecanismo autosémico recesivo. No obstante algunas
se desarrollan apartir de mutaciones en el DNA mitocondrial, que
presenta herencia materna. Asi las alteraciones pueden transmi-
tirse solo a través de madres a hijos. El nivel de CPK se puede
encontrar normal. .

127



Otros sindromes neurolégicos asociados con mlopatia mitocondrials:

MELAS (miopatia mitocondrial, encefalopatia, acidosis 1lActica,
episodioes tipo ataque}

MERRF (epilepsia mioclénica, fibras rojas rasgadas)

La biopsia muscular muestra:

Una anomalfa mitocondrial se sospecha en la observacién al: mi-
croscopio éptico, por la presencia de fibras rojas rasgadas con
el tricrémico da Gomori, o por fibras granulares muy reactivas
en reacciones enzimdticas como la NADH-TR (fig. 65, 66).

Al microscopio electrénico, la anomalia se confirma al apreciar
un ntimero excesivo de mitocondrias de tamafio y forma anormal,
modelos inusuales de crestas e inclusiones cristalinas u osmofi~
las en posicién central (George, 1993), aungue no sean patogno-
ménicas de esta entidad (fig. 67, 68, €9).
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Fig. 65 Fibras rojas rasgadas (flechas),  caracteristicas de -miopatias
mitocondriales. T. Gomori 800x.
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Fig. 66  Aspecto de las fibras rojas rasgadas en NADH-TR. Miopati
mitocondrial. 400x.
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Fig. 67 Mitocondrias anormales con cristales de inclusién rectangulares, en uno
(Cs) o varios grupos (Cg) en una misma mitocondrial. Glucogeno (G). Corte
transversal Miopatia mitocondrial. Acetato de uranilo / citrato de piomo 31 200x.
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Fig. 68 Mitocondrias anormales con cristales éntricos (Ma), vact
de las mitocondrias anormales (Mv). Corte transveral. Miopatia mitocondrial.
Acetato de uranilo / citrato de plomo.
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Fig. 69 Mitocondrias aumentadas en ndmero y en tamaiio (M), Glucdégeno (G),
Miofilamentos (m). Miopatia mitocondrial. Carte Transversal. Acetato de uranilo
/ citrato de plomo 34 250x.
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8.10 Miopatia por Deficiencia de Carnitina

La carnitina es necesaria para la produccién de energia, por la
oxidacién de la cadena larga de las grasas, puede haber fre-
cuentes decrementos a estos niveles gue se encuentran relaciona-
dos con algunas enfermedades neuromusculares (Czyzewsky, 1984).

Los pacientes pueden cursar con hipotonia generalizada durante
los primeros afios de vida y posteriormente desarrollaxr debilidad
muscular progresiva, que dificulte su funcién motora asl como
dificultad en la alimentacién. Los EMG pueden presentar un patrén
normal, el CPK y el lactato piruvato se pueden encontrar eleva-
dos. Se ha observado gque una pequefia cantidad de carnitina,
permite la regeneraciédn muscular.

La biopsia refleja en microscopia 6ptica, afectacién excesiva de
las fibras, tales como particién de las fibra , proliferacién de
tejido conectivo. Se aprecia aumento de enzimas oxidativas,
glucégeno y lipidos (fig. 70, 71). En microscopia electrénica se
observa exceso de lipides y mitocondrias anormales (fig. 72).
Estos pacientes pueden presentar infecciones respiratorias y
tener afecciones cardiacas gue, incluse pueden llevarlog a la
nuerte
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en una miopatia
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Fig. 70 Localizacién de lipidos dentro de las fibras musculares,

por deficiencia de camnitina. Rojo Oleoso 800x.
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Fig. 71  Aspecto de cuerpos lipidicos, en corte de 1 um, en las fibras musculares.
Deficiencia de camitina. Azul de toluidina, 800x.
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Fig. 72 Acimulo de lipides (L) entre fas miofibrillas, con bordes bien
delimitados. Corte transversal. Miofilamentos (M) . Deficiencia de Carnitina.
" Acetato de uranilo/ citrato de plomo 34 570x.
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8.11 Distrofia Muscular Oculofaringea

Es una enfermedad de herencia autosémica dominante, gque reporté
E. W. Taylor (Taylor, 1915). Yy que fue descrita por primera vez
por Shy y Magee, en una familia francesa y en sus decendientes en
el Canad&, principalmente en el &rea de Quebec, actualmente se ha
reportado en otros grupos étnicos, como son los japoneses, los
hispancamericanos de Nuevo México, Arizona, asi como en familias
de Espaiia Y de Noruega, gue no pertenecen a la descendencia fran-
cesa portadora.

Estos pacientes presentan ptosis palpebral progresiva, disfagia,
los mGsculos mis afectados son los de los parpados, los faciales,
la musculatura faringo-escofidgica, asi como cambios en la muscula-
tura de los miembros, tanto inferiores como superiores, aungue el
paciente no reporte debilidad de estos Gltimos.

Histolégicamente se debe encontrar:

Segtin los datos reportados por Dubowitz (1). Las vesiculas enmar-
cadas como caracteristicas patognoménicas de la entidad. Los
datos encontrados en pacientes mexicanos fueron: variacifn en el
diametro de las fibras musculares, nGcleos interiores, necrosis,
y fibras pequefias anguladas, no encontramos las vesiculas enmar-
cadas reportadas por Tome et al (Bouchard, 1989) (Tome,1989) (fig,
73, 74).

Los estudios con microscopia electrénica, realizados por Fardeau
y Tome, 1980, reportan inclusiones intranucleares, de naturaleza
tubular, en las observaciones realizadas se encontré: altera-
ciones en el nimero y en el tamafio de las mitocondrias en posi-
cién subsarcolemal, como lo reportade en otros trabajos (Pratt,
1986) (fig. 75). Pero apesar de la blsqueda exaustiva en todos
los pacientes que se recibieron con este diagnéstico no se encon-
traron este tipo de inclusiones, y la cromatina nuclear se encon-—
tré con un patrén de distibucién al azar (fig. 76).

138



Fig. 73 Aspecto de las fibras musculares, en NADH-TR de distrofia
oculofaringea, solo con ocasionales fibras pequeiias de perfil angulado. 400x.
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Fig. 74 Qcasionales fibras pequeilas angulares, reportadas para distrofia
oculofaringea, donde no sc observan las vesiculas enmarcas quie se refieren como
patognomonicas de esta entidad. T. Gomori 400x.
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Fig. 75 Corte transversal mostrando alteraciones a nivel de mitocondrias (M),
con aumento en nimero de estgs. Miofilamentos (m). Distrofia muscular
oculofaringea. Acetato de uranilo / citrato de plomo 32 254x.
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Fig. 76 Corte tranversal de misculo, mostrado en el nicleo (N) , distribucién
normal de cromatina, sin inclusiones nucleares. Glucogeno (G). Miofilamentos
(M). Fibras de colageno (C). Distrofia muscular uculofanngca Acctato de
uranilo / citrato de plomo 48 000x.
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8.12 Polimiositis

Esta entidad clinicamente tiene semejanzas con artritis reuma-~
toide y polimialgia reumdtica, y en la patologia muscular pueden
diferir. Se le considera una enfermedad autoinmune, de la que se
tienen evidencias de gue interviene en la mediacién del mecanismo
celular, de la patogénesis de la destruccién del misculo (Reid,
1993).

Puede presentarse como una enfermedad aislada, que tiene afecta-
clones musculares y que en ocasiones puede tener manifestaciones
en la piel (dermatomicsitis). Pueden encontrarse asociadas a
otras enfemedades como enfermedades de la coldgena, lupus erite-
matoso, artritis nodosa.

No tiene una edad de inicio establecida, ya que se puede presen-
-tar en la infancia como en la edad adulta, se asocia a sgities
- como los hombros y la cadera, donde se acompaifa con debilidad que
puede durar dias o semanas. Generalmente la debilidad es proximal
y simétrica como en la distrofia de ecinturas y tiene distribucién
variable,

Puede tener una progresién répida que resta en debilidad severa,
tanto, que el paciente puede quedar confinado a una cama, se
puede acompafiar con hichazén de los mdsculos.

En 30 a 40% de los pacientes cursan con dolor muscular, puede
haber disfagia asociada, fiebre y el fen6meno de Raynaud, algunos
pacientes pueden tener problemas respiratorios por la debildad de
los mGsculoe intercestales. Los niveles de CPK pueden encontrarse
variables o elevados, los EMG, tendr&n un patrén caracteristico,
con conmbinacién de potenciales de fibrilaciones espontaneas,
similares a los observados en denervacién y polifisicos de corta
duracién, como en miopatfias. Pueden adem&s haber inveolucramiento
cardiaco, con arritmias, o defectos de conduccién.

En la biopsia muscular lo que llama la atencién, es la presencia
de respuesta inflamatoria y la tendencia en la distribucién de
las fibras atréficas gue es perifascicular, asi como vacuelas en
las fibras musculares; hay variacién en el diametro de las fibras
musculares tendientes a la atrofia, hay fibras pequefias angula-
das, puede haber predominio de fibras de tipo 1, los nteleos
interiores se pueden encontrar aumentados, se puede presentar el
efecto de fibras fantasmas en algunas biopsias, asi como 1la
presencia de fibras apelilladas (fig. 77, 78).
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Fig. 77 Area de infiltrado inflamatorio, en corte longitudinal. Polimiositis. H-E

800x.
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Fig.78 Fibras atréficas perifasiculares, caracteristicas de polimiositis, NADH-
TR, 400%,
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8.13 Atrofia de Fibras T 2

La atrofia selectiva de las fibra de tipo 2 muestra anormalidades
asociadas con la patelogia del mfisculo, y pueden aparecer en gran
nimero de enfermedades en las que se puede relacionar un problema
secundario, como son las enfermedades del tracto piramidal,
retardo mental (Broke y Engel 1969), enfermedades de la colédgena
(Engel, 1965)) Miastenia gravis (Engel y Mc Farlin 1966 ) y est&n
presentes como secundarias a desuso, por enfermedad o por postra-
cién en cama. También se ha observado en polimialgia reumatica y '
en enfermedad de Parkinson. Por lo que en ocasiones la sola pre-
sencia de este tipo como alteracién de la biopsia puede implicar
inactividad muscular. Esta alteracién se considera la m&s comdn y
menos especifica (fig. 79).
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Fig. 79 Disminucitn de! difmetro en ambos tipos de fibras. Atréfia universal de
fibras. NADH-TR 800x.
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8.14 Atrofia Universal de Fibras

La atrofia universal de fibra es una entidad gue se puede encon-
trar asociada a varias entidades, como cambios secundarios, en la
infancia, principalmente tiene su relaci6én con desnutricién y con
falta de motivilidad del paciente, en algunos casos, a miopatias
como las nemalinicas, pero se consideran cambios de tipo secun-.
darico (f£ig. 80, 81}). .
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tcleos periféricos y tejido

Fig. 80 Atréfia univeral de fibras, con prominencia de n

conectivo perifascicular (flechas), H

-E 800x.
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Fig, 81 Disminucidn en el dizmetro de un gran nimero de fibras de tipo 2. Atrofia
‘de T2. ATPasa pH. 9.4, 400x.
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‘'8.15 Hipertrofia de Fibras

La hipertofia puede involucrar a ambos tipos de fibras, o estar
limitados a un tipo en particular. La hipertrofia de fibras se
encuentra relacionado con ejercicio donde la hipertrofia de
fibras de tipo 2 es usual, y tanto las fibras de hombres como de
mutjeres pueden aumentar su didmetro. Los cambios en el didmetro
de la fibra no se encuentran invelucrados a ninguna patologia
especifica. Por lo que pueden pasar como hallazgos inespecificos
(Dubowitz, 1973) (fig. 82, 83).
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T. Gomori

ametro normal (cuadro)

Fig. 82  Fibras hipertréficas con fibras de di

. 400x.
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Fig. 83 Fibras hipertroficas, de tipo 1 y 2 (flechas grandes), y fibras de diametro
normal de tipe 2, (flechas pequeiias). ATPasa 94, 800x.
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9. DIBCUSION Y CONCLUSIONES

Las distrofias son un grupo de enfermedades determinadas gené&ti-
camente con degeneracién progresiva del misculo esquel&tico, y
pueden subdividirse en base a sus caracteristicas clinicas y la
siveridad en la debilidad muscular asi come su patrén de heren-
cia.

Un diagnéstico de distrofia muscular clinicamente es suficiente,
pero la biopsia muscular toma su importancia en el diagnéstico de
algunas entidades, pues pueden tener diferentes evoluciones y
pronésticos, a pesar de que, en la mayoria, el tratamiente actual
se restringe a medidas para mantener la fuerza muscular, como la
fisioterapia.

Con la realizacién de este trabajo hemos llegado a las siguientes
determinaciones:

En cuanto a la realizacion de la biopsia en un misculo, del cual
no se conoce su aspecto morfolégico asi como el morfométrico, no
dejard la posiblilidad de dar un di&gnostico adecuado, por que
cada mGsculo del cuerpo tiene una distribucién histolégica difer-
ente.

Por lo que la discusién con el cirujano antes de la biopsia,
acerca del mlsculo a tomar es importante, para evitar tomar un
msculo severamente afectado por la enfermedad, por algln estudio
anterior y para tomarse en cuenta el tipo de miopatia en la gue
se estd emitiendo el diidgnostico clinico.

El manejo de la muestra cuando no es bien realizado serd igual-
mente un impedimento para llegar a un diignostico. Y los aspec-
tos que deben cuidarse, son los relacionados al traslade del
material; ya que el paso del tiempo es determinante para que las
reacciones histoguimicas se puedan llevar a cabo. Estas reac-
ciones también se ven afectadas cuando el mGsculo es transporta-
do congelado con hielo, en este caso la bhiopsia ha sufrido un
congelamiento y descongelamiento previo, que van a influir en la
arquitectura del material, y en este caso el material presentara
artefactos debidos a congelacién.

El hecho de gue el material se transporte sin que la gasa esté
humedecida en solucién fisiolégica, también altera la estructursa
de la muestra. Lo que resalta que la forma de transporte de la
muestra es el primer paso de importancia para culdar que 1la
muestra pueda ser de utilidad.
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En el laboratorio la muestra debe de seguir siendo maneijada con
extremc cuidado, sobre todo en el momento de la congelacién gue
suele ser el punto mas trascendente, ya que una mala congelacién
representa, la pérdida total del material. La congelacibn debe de
hacerse de forma ripida y no pausada, ya que el estar sacande la
muestra del nitrégeno para ir verificando su congelaciébn, altera
el proceso y propicia la formacion de cristales de hielo en la
nuestra, esto cristales pueden encontrarse en una parte o en toda
la muestra.

También las técnicas representan un punto de cuidado sabre todo,
en aguellas técnicas donde el pH es factor importante, como en
las técnicas de ATPasa, con sus tres pH's correspondientes. Ya
que un desajuste en el pH, significa tener reacciones falsas
positivas o negativas, como puede ser gque las fibras presenten el
nisme tono de  coleoracién, © gque no se presente el viraje
.correapondiente a cada reaccién.

Una cuestién mds es que la biopsia muscular se debe realizar
dnicamente como Qltimo recurso para llegar al didgnostico, ¥
cada solicitud de estudio para biopsia muscular debe ir acompafia-
da de la historia clinica del paciente con nombre, edad, sexo,
asf como incluir los resultados de laboratorioc, niveles de CPK,
aldolasas, y mencionaxr los niveles de fuerza muscular del pa-
clente, valoracién neuroldgica, antecedentes familiares y el
estudio electromiogrdfico del paciente.

Es importante que antes de realizar la biopsia, se dejen pasar
algunos dias después de la electromiografia para evitar tener una
respuesta inflamatoria en la biopsia; si se va a tomar ésta, del
mismo mdsculo donde se practictd la electromicgrafia.

Otra de las cuestiones impertantes es gue no debe de tomarse a la
biopsia como un estudio de diignostico concluyente de una miopa-
tia, por el contrario la biopsia muscular es un estudio mis de
los realizados, gque el paciente debe tener, para determinar el
tipo de micpatia involucrada, y debe ser como se ha mencionado
anterioremente el Gltimo a realizar.

La biopsia muscular resulta no concluyente, por gue en algunas
ocasiones la miopatia se encuentra en una etapa muy inicial de
la enfermedad o por presentarse en etapa terminal de la misma,
estos cambios pueden ser apenas perceptibles o ser tan drésticos
que ne permiten hacer un didgnostico determinado.

En nmucha ocasiones las muestras presentan cambios gue resultan
ser inespecificos, por que no se encuentran acompafiades de otras
alteraclones caracteristicas de la enfermedad. Por lo que cabe
sefialar gue ninguno de los camblos & alteraciones histolégicas
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por si solos soh considerados patognémonicos de hinguna de las
entidades. Los cambids en conjunto son los que determinan un
didgnostlico. Entonces si éstos en su mayorfia ne son observados,
entonces no es posible interpretarlos como una entidad.

Esto es frecuente que ocurra como se ha reportado en el presente
trabajo con un 11%.

En cuanto a las cambios observados en microscopia electrénica
ocurren, situaciones similares hay cambios que son especificos de
las entidades, comoe son las alteraciones a nivel mitocondrial, o
la presencia de otros organelos como son los cuerpos hnemalini-
cos, que si representan a patoldgias especificas, pero algunas
otras presencias como son los grdnulos de glucégeno o las goticu~-
las de grasa en pequefia proporcién no son patognémonicos de
ninguna entidad.

Y s0l6 a algunas entidades se les hace este tipo de estudio, ya
que como se ha descrito en cada una de las entidades, la micros-
copia 6ptica es sufuciente para hacer el didgnostico, ya que en
la mayorfa de las miopatias, se tiene bien caracterizado el
patrén de alteracién. Y la microscopla electrénica nos s].rve para
reforzar un diagnéstico.

Por .tedo lo anteriormente mencionado es entonces necesario gue
para el mejor conocimiento de 1las enfermedades musculares en
nuestro pais, se deba tener una buena valoracldén clinica del
paciente, reallzar todos los estudios correspondientes, tanto de
laboratorio como electrofisiolégicos, antes de solicitar la
realizacién de la biopsia muscular, ya que debido a la falta en
ocasiones de alguno de estos estudios, se han indicado biopsias a
pacientes que histolégicamente resultam normales, como es el
caso, del presente trabajo donde el 23% de lo reportado
correspondié a este diAdgnostico.

otro de los puntos a mencionar es, que las enfermedades muscu-
lares ocurren en todas las edades, tanto a hombres como en
mujeres, observandose un cierto predominio en varones, probable-
mente a gue como se ha mencionado ya, algunas de estas miopatias
son ligadas al sexo.

También se observd que la infancia es una de las etapas en donde
hay mayor ocurrencia, asi como la tercera y cuarta década de
vida, tanto en hombres como en mujeres, Yy se observa un patrén
similar. Esto puede ser débido a que suele haber enfermedades
que empiezan a tener sus primeras manifestaciones en la infancia
y gque en ocasiones suelen terminar con la vida de los pacientes
en este periodo.
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En la segunda y tercera decada de la vida, es cuando los
pacientes tienen mis acentuados los sintomas y acuden al espe-
cialista para tratarse, y en ocasiones reportan inicios desde 1la
infancia o adolecencia, pero sin referir transtornos como los gque
tienen en ese momento,
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