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RESUMEN

Las distrofias musculares son un grupo de enfermedades hereditarias caracterizadas
por debilidad y atrofia muscular progresiva, que se pueden iniciar desde el nacimiento hasta
la edad adulta,

En algunas ocasiones éstas son causadas por alteraciones en la estabilidad de la
membrana muscular durante el proceso de contraccion, como sucede en las distrofias
musculares que se producen por mutaciones en los genes que codifican los componentes
del complejo distrofina-glicoproteina (CDG), principalmente en las proteinas distrofina
(que produce distrofia muscular de Duchenne/Becker), laminina (que ocasiona distrofia
muscular congénita) y sarcoglicanos, que producen algunos tipos de distrofias musculares
de cintura (sarcoglicanopatias).

Debido a que el fenotipo de los pacientes con estos tipos de distrofia muscular
puede ser muy similar y en ocasiones hasta sc sobreponen con los de otros grupos de
distrofias musculares, el diagndstico clinico representa un problema serio.
Tradicionalmente el diagnéstico de las distrofias musculares se hacia tomando en cuenta el
grupo de musculos involucrados, la gravedad, el modelo de herencia y progresion de la
enfermedad. Sin embargo, ¢l empleo reciente de técnicas bioquimicas, de genética y
biologia molecular ha traido consigo la identificacion de varios genes ¥ proteinas que
integran el CDG. Esto determina la posibilidad de establecer un diagndstico mas certero en
pacientes con distrofias musculares, principalmente en quicnes ¢l cuadro clinico sugiere
alteraciones de distrofing, laminina o sarcoglicanos.

En el presente trabajo se analizo el paudén  de  expresion mediante

inmunofluorescencia indirecta de las proteinas distrofina, laminina y sarcoglicanos «, B, y y



] en biopsias musculares de 33 pacientes con diagnostico sugerente de distrofia muscular.
La seleccién de pacientes para el estudio se baso en criterios clinicos.

- Mediante el analisis inmunochistoquimico se encontré un patrén de expresion
ausenfe o deﬁciente en 4/33 pacientes con distrofia muscular. En un caso se observo
ausencia completa de y sarcoglicano en la membrana de la fibra muscular, acompaiiado de
deficiencia de las proteinas distrofina, 3 y & sarcoglicanos; con estos hallazgos, se
considerd que el caso corresponde a una distrofia muscular de cinturas de tipo autosémico
recesivo debido a una sarcoglicanopatia, que determina una presentacion clinica grave. En
otro paciente se identificé ausencia total de la proteina laminina, que al correlacionarse con
los datos clinicos se establecié como un caso de distrofia muscular congénita. Se identificé
un paciente mas con distrofia muscular leve y deficiencia parcial de distrofina, lo que se
traduce en una distrofia muscular tipo Becker. Por dltimo, se identifico un caso que
demuestra inmunotincién ausente para distrofina y en forma alterna expresa dos fibras
musculares aisladas con tincién normal distribuida regularmente sobre el sarcolema,
considerdndose éstas ultimas como fibras revertantes; ademas se observo una disminucidn
sccundaria de las proteinas del complejo sarcoglicano, situacion que resulta muy interesante
pues es considerado un hallazgo de inmunofluorescencia no frecuente. En cada uno de los
casos descritos, el analisis inmunohistoquimico constituye un paso previo muy importante
para la identificacion posterior de las mutaciones mediante téenicas de biologia molecular.
En conclusion confirmamos que existe gran heterogeneidad genética en la presentacion de
las distrofias musculares, pues no siempre se logra establecer una correlacion directa entre
la expresion de las proteinas del complejo CDG y el fenotipo, sugiriendo que su desarrollo

no so6lo sc asocia a la ausencia o deficiencia de una proteina especifica. sino también



implica la participacion de mecanismos moleculares alternos o defectos en otras proteinas
relacionadas molecularmente con el CDG. Se discute cada uno de los casos clinicos de
acuerdo a los resultados de inmunofluorescencia y se correlaciona con lo informado en la

literatura.



1. INTRODUCCION

1.1 Antecedentes histdricos.

El concepto de distrofia muscular s¢ emple6 como un término gencral para referirse
a una gran variedad de enfermedades musculares hereditarias que producen debilidad y
atrofia muscular progresiva. Dentro de éste grupo se identificé que la distrofia muscular de
Duchenne (DMD) y su forma alélica menos grave conocida como distrofia muscular de
Becker (DMB), que siguen un modelo de herencia recesivo ligado al X, representaban mas
de las dos terceras partes del numero total de pacientes con distrofia muscular, por lo que
ambas entidades fueron denominadas en forma general como distrofinopatias. Sin embargo,
hacia los aftos de 1950 y 1960, algunos investigadores como Stevenson, Walton y Natrass
sugirieron que existia otro tipo de distrofia muscular, cuyo fenotipo clinico era muy similar
al de DMD/DMB, con la diferencia que exhibia un modo de herencia autosdémico recesivo.
A csta forma se le denomind distrofia muscular autosémica recesiva tipo Duchenne 6
SCARMD (por sus siglas en inglés, severe childhood autosomal recessive muscular
dystrophy). En esa época, la diferenciacion clinica entre DMD/DMB y SCARMD era muy
dificil, a menos que hubiese una historia familiar concordante con ¢l modelo de herencia
respectivo, de tal mancra que los estudios tnicamente se limitaban a las observaciones
clinicas y patoldgicas en biopsias de musculo (van der Koot et al., 1994).

Sin embargo, los brillantes estudios de Kunkel v su grupo de investigadores a
finales de 1980, abrieron la puerta a la nueva era de la investigacion en distrotia muscular,
cuando cionaron ¢l gen DMD mediante el método de clonacion posicional, a lo que

siguicron estudios encaminados a conocer la estructura de la distrofina, que es la proteina



codificada por el gen DMD, asi como de las proteinas asociadas a ella. Estas
investigaciones sentaron las bases para conocer los mecanismos moleculares que conducen
al desarrollo de las distrofias musculares. Posteriormente, en 1994, fue descubierto el
complejo sarcoglicano y mds tarde muchas otras proteinas relacionadas con ¢l sarcolema,
por esta razoén se clasificaron como un subgrupo de proteinas asociadas a distrofina (Ozawa
et al., 1998).

La nomenclatura de las distrofias musculares fue cambiando a través de los afios
gracias al conocimiento de su fisiopatologia, por lo que ¢l término de SCARMD fue
sustituido por el de distrofia muscular de cinturas tipo | (DMC1) para referirse a las formas
autosémicas dominantes y distrofia muscular de cinturas tipo 2 (DMC2) para aquellas que
siguen un modelo de herencia autosémico recesivo (Lim y Campbell, 1998).

A su vez, de las DMC2 ha surgido un subgrupo denominado sarcoglicanopatias,
pues se¢ ha identificado que son distrofias musculares que se originan por mutaciones en los
genes que codifican los sarcoglicanos «, B, y y 8; clinicamente se caracterizan por producir
debilidad dé los musculos de las cinturas pélvica y escapular, siguiendo un modelo de

herencia autosémico recesivo (Bushby, 1996).

1.2 Prevalencia

Los pacientes con DMD tienen una incidencia similar en todo ¢l mundo, debido a
que ¢l gen de distrofina es altamente susceptible de mutaciones espontineas. Aunque los
datos reportados tienen algunas variaciones, generalmente se ha encontrado que existe 1
paciente con DMD por cada 2500 a 4000 recién nacidos masculinos vivos,

independientemente de la raza. La mayor parte de los casos presenta una historia familiar



positivd de distrofia muscular, es decir, corresponden a casos heredados; sin embargo, se ha
: dclcrminado que un tercio de los casos corresponde a mutaciones de novo en el gen DMD,
No obstante, se ha sugerido que la incidencia de DMD/DMB tiende a disminuir en paises
industrializados, debido al acceso que las familias tienen para recibir asesoramiento
genético (Ozawa et al., 1998).

En relacién a las sarcoglicanopatias, los reportes han surgido a partir de estudios en
paises ecuropeos, drabes, asidticos y del continente americano (principalmente Estados
Unidos y Brasil), y al parecer su distribucion se extiende mundialmente. No obstante. no
existe una estimacion exacta de su prevalencia, debido al numero escaso de pacientes con
sarcoglicanopatias cn la mayoria de los paises en comparacion con los casos de DMD. asi
como por la reciente atencion que los investigadores han puesto en las sarcoglicanopatias.
Hasta la fecha, en algunos paises europeos y del continente americano se asume que de los
pacientes diagnosticados como DMD, el 5% realmente corresponden a casos con DMC. Sin
embargo, se ha sugerido que el nimero de pacientes con sarcoglicanopatias en paises
drabes sobrepasa con mucho los casos que se presentan en el resto del mundo;
posiblemente debido a las tradiciones con las que se llevan a cabo los matrimonios, que
generalmente ocurren entre personas consanguineas. Se acepta entonces que la prevalencia
de las sarcoglicanopatias se¢ modifica dependiendo del pais v periodo en que se estudie, asi
como de la consanguinidad o endogamia que se presenta entre sus habitantes. IEn contraste,
la prevalencia de la DMD, la cual se hereda en forma recesiva ligada al cromosoma X, no
se ve influenciada por el grado de consanguinidad (Ozawa et al., 1998).

Una situacion similar a fa de las sarcoglicanopatias se presenta en el caso de las
distrofias musculares congénitas. De los subtipos clinicos que se han identificado, todos

siguen un modelo de herencia autosomica recesiva, excepto por algunos casos reportados
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en los que se ha sugerido la posibilidad de herencia autosémica dominante (Parano et al.,
-...1995). Se ha establecido que dentro de este grupo de distrofias, la deficiencia de laminina
 (2) que se origina por mutaciones en el gen LAMA?2 constituye aproximadamente el 50%

de los casos de distrofia muscular congénita (Cohn ¢t al., 1998).

1.3 Aspectos moleculares de las distrofias musculares

Con el descubrimiento del gen que codifica la proteina distrofina (Hoffman y
Kunkel, 1989), se han realizado extensos estudios bioquimicos con el fin de dilucidar las
funciones bioldgicas de la proteina. A partir de estos estudios, se descubrio que la distrofina
se .cncucntm asociada a diversas proteinas (denominadas DAPs, por sus siglas en inglés
Dystrophin Associated Proteins) formando un grupo oligomérico llamado complejo
distrofina glicoproteinas (CDG) (Ervasti et al., 1990).

Las DAPs pueden subdividirse en complejos separados, cada uno compuesto por
varias proteinas (Figura 1). Estos complejos se conocen como: complejo sarcoglicano-
sarcospan (SG-SSPN) formado por las glicoproteinas a, 3. y y 8 sarcoglicanos y sarcospan
(Crosbie et al..1997); el complejo distroglicano (DG) que esta constituido por las
glicoproteinas a y f distroglicano; v ¢l complejo de sintrofinas, que agrupa a a, B1 y 32
sintrofinas (Campbell, 1995).

Como se muestra en la figura 1, la organizaciéon molecular de las DAPs se basa en la
asociacion de los complejos anteriormente mencionados. La proteina laminina, uno de los
principales componentes de la lamina basal, se une a a-distroglicano, una glicoproteina
extracclular, que a su vez, se une al -distroglicano, una proteina transmembranal. Ambos

quedan unidos intracelularmente al dominio rico en cisteina de la distrofina. Por ¢l otro
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Figura 1. Organizacion molecular del complejo distrofina-glicoproteinas (CDG).
Los componentes integrales del CDG estan indicados por elipses de color gris
(sarcosp:n; alfa, beta, gama y delta sarcoglicanos; alfa y beta distroglicanos;
Iaminina-2). Otras proteinas asociadas al CDG se muestran en color blanco
(distrobrevina, doxido nitrico sintetasa neuronal (eNOS), alfa y beta-1 sintrofinas).
El CDG forma un puente que une by matriz extracclular (Jaminina-2) con el
citoesqueleto (F-actina) , el cual se¢ cree que estabiliza mecinicamente el sarcolema
¥ lo protege del estrés durante ¢l proceso de contraccion.

7-A



extremo, el ‘dominio amino terminal de la distrofina se une a los filamentos de actina que
forman 4p'arte de-la red estructural del citoesqueleto. De esta manera, la lamina basal
extracelular queda conectada a la red intracelular del citoesqueleto mediante ¢l cje
constituido por el complejo DG y la distrofina. Asi, la membrana celular, compuesta por
una bicapa lipidica que es susceptible a la destruccion por el estrés mecanico, queda
incluida dentro de las estructuras extra e intracelular, protegiéndola durante el proceso de
contraccién muscular. La destruccion de este sistema debido a la ausencia o deficiencia en
alguna de las proteinas que lo conforman contribuye a producir cambios distréficos en las
fibras musculares (Lim y Campbell, 1998).

El complejo SG-SSPN se asocia indirectamente con el dominio rico en cisteina de la
distrofina mediante su relacién con ¢l complejo DG (Ozawa et al., 1998). Se ha sugerido
que los sarcoglicanos refuerzan Ja estabilidad del CDG, y que su deficiencia produce que la
interaccién de todos los componentes del complejo sea fragil. No obstante, también se ha
propuesto que los sarcoglicanos podrian participar en la transduccion de senales celulares o
funcionar como receptores de ligandos en la matriz extracelular (Matsumura et al., 1994).
Finalmente, ¢l complejo de sintrofinas también se asocia al dominio carboxilo terminal de
la distrofina, sin embargo. las funciones de estas proteinas aun son desconocidas (Ozawa, et

al., 1998).

1.4 Datos moleculares de la distrofina, sarcoglicanos y laminina.
La distrofina es la proteina codificada por el gen DMD, localizado en la region
Xp2l. Es el gen mas grande que se conoce, pues contiene 79 exones distribuidos sobre

aproximadamente 2.5 X 10° pares de bases (pb). lo que representa ¢l 1% del DNA del



cromosoma X. Este gen se considera altamente conservado en la evolucién y presenta una
tasa de mutacién elevada (1 X 10™) (Navarrete y Coral-Viazquez, 1999).

La mayoria de las mutaciones en el gen de distrofina son deleciones (60%) que
abarcan varios exones, aunque también pueden presentarse duplicaciones (10%). Existen
dos *puntos calientes” de mutacién en el gen de distrofina, es decir, regiones en ¢l DNA
que estén sujetas a una frecuencia muy alta de recombinacién o mutacion. Uno de ellos,
conocido como “punto caliente mayor” se ubica hacia la mitad del gen. entre los intrones
44 al 58. El otro, llamado “punto caliente menor™ abarca los primeros 20 exones del gen.
- Adicionalmente, también se han encontrado mutaciones que sustituyen un solo par de bases
' o eliminaciones pequeilas, que pueden ocurrir en cualquier parte del gen (Ozawa et al.,

1998).

Se ha estimado que un tercio de los casos de DMD se debe a mutaciones nuevas;
otro tercio a la transmisién del gen mutado por la madre portadora sin antecedentes; y el
ultimo tercio se origina por la transmisioén del gen mutado en generaciones anteriores a
través de rama materna (Coral Véazquez et al., 2000).

Las mutaciones sobre el gen DMD pueden tener diversos efectos en la expresion de
la proteina. En algunos casos ésta se cncuentra totalmente ausente; en otros, puede estar
presente pero no es funcional. por lo que en ambos casos se originan fenotipos graves tipo
DMD. Sin embargo, pueden manifestarse fenotipos menos graves tipo DMB cuando la
proteina es mas pequeiia y tiene un funcionamiento parcial (Navarrete y Coral-Viazquez,
1999).

El gen DMD se transcribe y procesa en un RNA mensajero (,RNA) de
aproximadamente 14 000 nucleotidos. Los niveles mas altos de transcripcion se han

observado en musculo esquelético, donde ¢l transcrito representa el 0.02-0.1 % del total de
9



especies de RNA. La proteina producida por el gen DMD (distrofina) presenta un peso
molecular de 427 kilodaltones (kDa) y estda compuesta por 3,685 aminodcidos,
representando el 5% de las proteinas del citoesqueleto (Canizales, 1998).

Respecto al complejo sarcoglicano, actualmente se conoce las estructura de los genes y las
proteinas que lo integran:

Alfa sarcoglicano: el gen a sarcoglicano se localiza en 17q21, abarca 54 kb y
contiene 10 exones (http://www.dmd.nl/dap.htm}). Codifica una proteina transmembranal
de 387 aminoacidos, con expresidén en musculo estriado, que inicialmente fue llamada
adhalina (derivada de la palabra arabe *adhal” que significa musculo). Las primeras
mutaciones que sc identificaron en este gen en pacientes con distrofia muscular de cinturas
correspondieron a mutaciones con sentido equivocado. Hasta la fecha, se han descrito un
gran nimero de mutaciones diferentes en el gen. La mutacion mas comun (32%), consiste
en un cambio de citosina por timina en la posicion 229 (Arg77Cys) se ubica en una isla
CpG y se ha argumentado que éste sitio corresponde a un “punto caliente™ de mutacion. El
dominio extracelular de a sarcoglicano posee un numero conservado de residuos de
cisteina, de tal manera que al introducirse un residuo de cisteina adicional se altera la
estructura secundaria de la proteina. Gracias a la identificacidén de las otras proteinas
sarcoglicano se determind que éstas forman un complejo. Por ello, la adhalina cambié su
nombre por el de a sarcoglicano (Andrew ¢t al.. 2000).

Beta sarcoglicano: ¢l gen se ha localizado ¢n la region cromosomica 4q12, posee
una extension de 17.5 kb y contiene 8 exones. Codifica una proteina de 318 aminoacidos,
con un peso molecular de 43 kDa, que se detecta en todos los tipos musculares, asi como en

tejidos no musculares (Barresi et al.,, 2000). Las mutaciones en 3 sarcoglicano producen
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formas graves o leves de distrofia muscular; se han reportado casos de mutaciones con
sentido equivocado que ocasionan distrofia muscular leve de inicio en la vida adulta; asi
chﬁo casos mdas graves, de manifestaciéon cn la infancia, ocasionadas por mutaciones
difcrentcs, pero que también involucran la lectura del gen en sentido equivocade y que
implican o afectan la porcién proximal de la proteina. Generalmente, las mutaciones en
sarcoglicano producen inestabilidad de tedas las proteinas del complejo sarcoglicano. Por
eso, se enfatiza que existe gran variabilidad en el fenotipo asociado a mutaciones en los
genes sarcoglicano y ¢sta variabilidad no necesariamente se explica por ¢l tipo de mutacién
o por el gen que se encuentra mutado (Andrew et al., 2000).

Gama sarcoglicano: ¢l gen y sarcoglicano esta localizado en el cromosoma 13q12
y tiene 8 exones. La proteina esta formada por 291 aminodcidos y tiene un peso molecular

de 35 kDa (hitp://www.dmd.nl/dap.html). Su expresion se detecta en tejido muscular y no

muscular (Barresi et al.,, 2000). Una de las mutaciones mas cominmente encontradas,
especialmente en descendientes del norte de Africa, es la delta-521-T, misma que
desestabiliza la proteina produciendo inestabilidad secundaria en las otras subunidades
sarcoglicano. De manera similar, las mutaciones que desplazan el marco de lectura y las de
sentido equivocado, afectan los residuos de cisteina altamente conservados en el extremo
carboxilo de la proteina y producen también inestabilidad de y sarcoglicano al evitar su
correcto plegamiento y ensamblaje dentro del complejo sarcoglicano (Andrew et al., 2000).

Delta sarcoglicano: es una proteina de 35 kDa codificada por un gen localizado en

5933. Su mRNA se expresa predominantemente en musculo estriado y liso, pero también en

tejidos no musculares (htp://www.dmd.nl/dap.html). Debido a la homologia que existe

entrec vy y & sarcoglicanos, inicialmente fue dificil caracterizarlos como dos proteinas

1



separadas, pues ambos genes estin formados por ocho exones, teniendo uniones intrén-
ex6én bastante conservadas. Por csto se ha postulado que ambos genes pudieron haberse
originado por un evento de duplicacién génica. Al igual que los otros sarcoglicanos, posce
una regién de residuos de cisteina ¢n su extremo carboxilo, por lo que las mutaciones que
afectan esta region son criticas y se asocian con fenotipos graves (Andrew et al., 2000).

Epsilon Sarcoglicano: recientemente se ha localizado en el cromosoma 7q21-22 el
gen de un quinto sarcoglicano, llamado € sarcoglicano, ¢l cual es homdlogo a a
sarcoglicano; ambos genes tienen una estructura intrén-exon idéntica y estin compuestos
por 9 exones. La proteina que codifica incluso comparte tanto el nimero como la posicion
de residuos de cisteina. Sin embargo, a diferencia de o sarcoglicano, ¢ sarcoglicano se
expresa en tejidos diferentes, tanto musculares como no musculares, aunque mediante el
uso de anticuerpos se le ha identificado en la membrana muscular al igual que las otras
proteinas del complejo SG-SSPN (Andrew et al., 2000). Recientemente se ha descrito que
mutaciones en el gen que codifica para € sarcoglicano causan una enfermedad conocida
- como sindrome distonia-mioclonia (Zimprich et al,, 2001)

Respecto a la organizacién de las proteinas sarcoglicano se ha observado que en
musculo estriado existen dos complejos SG-SSPN, uno constituido por «. B,y y 8 y otro
formado por g, B, v, 8 y SSPN. Con respecto a miusculo liso, ¢l complejo esta conformado
por €, B y 8 sarcoglicanos (Straub et al., 1999), y también s¢ cncuentra presente el
sarcoglicano y (Barresi et al., 2000).

Resumiendo, la mayoria de las mutaciones que se identifican en los genes
sarcoglicanos consisten en sustituciones de un solo par de bases (que producen mutaciones
con sentido cquivocado, m.ulacioncs sin sentido o que afectan ¢l empalme de los exones),

12



"délééibﬂﬁ i(de tamafio variable, que abarcan regiones grandes o pequefias del gen) o

"';,dlixblicaci_dnc‘s. ‘Se ha reportado que aproximadamente el 40% de la mutaciones que se

dentlﬁcan V'en >los genes « y P sarcoglicanos estidn localizadas en el exén 3, sugiriéndose
k' B que ia Seéuencia de este exdén es mas susceptible a mutaciones. No se conoce la frecuencia
”‘dfe’ylas mutaciones de novo en €stos genes, pero se asume que ocurren con una frecuencia
considerablemente menor que las que ocurren en el gen de distrofina (Zatz et al., 2000).

Como ya se describi6, se han identificado mutaciones similares en cada uno de los
genes sarcoglicano, y hasta se ha propuesto que existen “puntos calientes™ susceptibles de
mutacién. Sin embargo, ya sc ha establecido que esos sitios donde frecuentemente caen las
mutaciones no constituyen “puntos calientes” reales (Ozawa et al., 1998).

En relacion al efecto que las mutaciones tienen en los integrantes del complejo SG-
SSPN se ha sugerido que, cuando un gen que codifica un componente del complejo esta
mutado, ¢l producto proteinico de ese gen estard defectuoso y por lo tanto se perderd, por
lo que el complejo SG completo disminuira su capacidad de ensamblarse y también se
perderdn el resto de las proteinas o estardn en canudades reducidas, lo que originard un
fenotipo por sarcoglicanopatia (Ozawa et al., 1998).

Para explicar la variabilidad considerable que se presenta en el fenotipo de los
pacientes con mutaciones cn los sarcoglicanos se ha propuesto que algunos otros factores
genéticos o ambientales podrian influir sobre la presentacion del fenotipo en estas
enfermedades. Incluso, el espectro clinico asociado a mutaciones en genes sarcoglicano en
gran parte s¢ sobrepone con las manifestaciones clinicas que se presentan cuando existen
mutaciones en ¢l gen de distrofina, que  ocasiona  las  distrofius  musculares

Duchenne/Becker. Sin embargo, una diferencia notable es la falta de afeccion cognoscitiva
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en las s‘afcoglicanopatias. Esta situacion en parte puede explicarse por el hecho de que la
distrofina se expresa en el sistema nervioso central y periférico; en contraste, los
sércoglicanos o, B, vy y 8 son especificos de musculo, es decir, se expresan
predominantemente en musculo cardiaco, esquelético (Andrew ct al., 2000) y liso (Barresi
et al.,, 2000).

Laminina (merosina). Existe otra proteina individual, que no forma complejos,
pero constituye una parte integral de las proteinas asociadas a distrofina, llamada laminina.
Es una glicoproteina que forma parte estructural de las membranas basales constituida por
tres subunidades homaologas: una cadena pesada de 400 kDa y dos ligeras de 200 kDa. Hay
diferentes tipos de lamininas que tienen patrones distintos de expresion en los tejidos: la
laminina A, estd constituida por una cadena pesada A y dos cadenas ligeras B; y Bj; es la
que sc expresa primero durante el desarrollo; 1a laminina M (laminina M-B;-B;), que posce
una cadena M (merosina) en lugar de la cadena A, es ¢l constituyente principal de las
membranas basales de musculo estriado (Xu et al., 1994).

En general se conoce que la laminina A se expresa en masculo durante el desarrollo
embrionario, mientras que la laminina M aparece en el masculo maduro. Por lo tanto, en ¢l
adulto normal las membranas basales de las fibras musculares contienen laminina M
exclusivamente; mientras que la laminina A se restringe Gnicamente a las uniones
neuromusculares y los vasos sanguincos ( Xu ct al., 1994).

La mayoria de casos de distrofia muscular congénita se originan por mutaciones en
cl gen LAMAZ2; es un gen grande, con 64 exones, localizado en ¢l cromosoma 692, que
produce deficiencia de la subunidad alfa 2 de la laminina M/merosina (Cohn et al., 1998).

Esta enfermedad se denomina distrofia muscular congénita por deficiencia de merosina, y
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es una de las distrofias musculares mas graves. Las mutaciones que ocasionan este fenotipo
severo generalmente rémpen el marco de lectura del gen, lo que condiciona ausencia total
de la proteina en estos paéientes. No obstante, existen casos en los que se encuentra una
deficiencia parcial dé merosina, que condiciona formas leves de la enfermedad; asi como

casos graves con merosina normal (Naom et al., 2000).

1.5 Aspectos clinicos de las distrofias musculares

La distrofia muscular ligada al cromosoma X puede manifestarse en forma grave
(DMD) o intermedia (DAMB). Mediante estudios de genética molecular se ha definido que
ambas entidades resultan alélicas, pues las dos se originan por mutaciones en el gen que
codifica distrofina.

En la distrofia muscular de Duchenne el promedio de inicio del cuadro clinico es
alrededor de los 3 aifios de edad. Algunos pacientes permanecen libres de sintomas ¢n los
primeros afios, micntras que otros empiezan a caminar en forma tardia; la primera

“‘manifestacidon es la debilidad muscular, que se hace evidente cuando el nifio empieza a
caminar, siendo menos dgil que lo esperado para su edad, presenta caidas frecuentes y tiene
dificultad para correr y subir escaleras. Los musculos  gemelos  desarrollan
pseudohipertrofia, adquiriendo una consistencia firme.

Entre los 4 y § afios de edad, al paciente se le dificulta incorporarse a la posicion
erecta cuando esta sentado en el piso. al hacerlo requiere apoyo sobre su propio cuerpo, a lo
que se denomina signo de Gowers positivo. Durante fa marcha tiende a balancearse y
caminar sobre las puntas, con una base de sustentacion ampha; también se desarrolla

lordosis lumbar.
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Durante las primeras etapas, las extremidades inferiores estan mds afectadas que las
_superiores, y los miisculos proximales con mayor debilidad que los distales. La afeccion es
bilateral, simétrica y muy selectiva. Conforme los musculos estan mas débiles, los reflejos
correspondientes disminuyen y posteriormente se picrden. Se presenta un acortamiento
progresivo del tendén de Aquiles, lo que produce deformidad del pie en equinovaro,
observiandose csta caracteristica con mayor frecuencia cuando ¢l paciente ya ha perdido la
capacidad de caminar, que en 95% de los casos ocurre a los 12 afjos.

Posteriormente se presenta debilidad facial leve. Los musculos intercostiles también
se afectan, pero los que controlan los esfinteres y aquellos que participan en la masticacion
y deglucién conservan sus funciones. Conforme la enfermedad progresa, la debilidad
muscular se hace mds intensa y se acentia ¢l desarrollo de contracturas. El paciente
desarrolla xifoescoliosis grave, con deformidad toricica que en forma secundaria restringe
el flujo pulmonar en el lado compensado; ademas, los problemas respiratorios se agravan
por la debilidad de los musculos intercostales, por lo que en las Gltimas ctapas hay una
reduccion significativa de la capacidad pulmonar total. E1 90% de los pacientes muere antes
de los 20 aiios de edad, frecuentemente por problemas respiratorios.

Se ha estimado que hasta un 20% de los pacientes presenta un coeficiente intelectual
por debajo de 70 puntos. y en el 3% es menor a 30. El dano intelectual no es progresivo y
no se correlaciona con la duracion o la gravedad de la enfermedad (Navarrete y Coral-
Vazquez, 1999).

En los pacientes con DMD también puede presentarse miocardiopatia asociada. La
afeccion cardiaca se desarrolla lentamente durante la primera década de vida, generalmente
cuando la debilidad m.Liscular ya es significativa.  Se presentan anormalidades de la

conduccion cardiaca, del tipo blogueo cardiaco o arritmias, acompaiiado de signos
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ecocardiogrificos de miocardiopatia hipertréfica o dilatada; ésta ultima es el tipo mas
comun de afeccion que se presenta, aunque generalmente se desarrolla después de haber
cursado con hipertrofia (Cox y Kunkel, 1997).

La distrofia muscular de Becker, s de gravedad intermedia. Se presenta con una
incidencia de 1 en 30 mil varones. La edad de inicio oscila entre los 4 y 19 ailos, con un
promedio de 12 afios, en el 75% de los pacientes. En etapa temprana los pacientes
manifiestan debilidad de las extremidades inferiores. presentando dificultad para correr o
subir escaleras e incorporarse del piso a la posicion crecta.

En fases tardias se desarrolla pscudohipertrofia de gemelos y contracturas
articulares. Los pacientes casi siempre pueden caminar hasta los 16 afios de edad, siendo
este un dato clinico util para diferenciar el tipo DMD del tipo DMB, cuyo espectro clinico
es moderado en comparacion con la DMD. La sobrevida es variable, con un promedio de
42 aiios.

Un tercio de los pacientes presenta desarrollo mental subnormal, entre 70 y 85
puntos. El retraso en el desarrollo mental es estitico y no progresa con la afeccion
muscular, aunque también se ha visto que algunos tienen inteligencia normal ¢ incluso
superior (Navarrete y Coral- Viazquez, 1999).

La DMB también presenta alteraciones en la funcion cardiaca similares a las de la
DMD (miocardiopatia). habiendo gran variabilidad en ¢l grado de afeccion, lo cual se
explica en parte porque posee moléculas de distrofina semifuncionales (Cox y Kunkel,
1997).

El grupo de distrofias musculares de cintura (DMC) con modelo de herencia
autosomica recesiva, afecta a varones y mujeres por igual; ¢s frecuente que los individuos

afectados sean hijos de padres consanguincos, quienes no manifiestan la enfermedad, pero
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son portadores del alelo mutado. Sin embargo, los pacientes con DMC también pueden ser
producto de un matrimonio no consanguineo (Jackson y Strehler, 1968).

Se les puede dividir en: DMC causadas por mutaciones en los genes sarcoglicanos
(sarcoglicanopatias), a las cuales se les ha asignado una nomenclatura que define cual
integrante del complejo sarcoglicano se encuentra afectado: DMC 2D (a sarcoglicano),
DMC 2E (B sarcoglicano), DMC 2C (y sarcoglicano) y DMC 2F (8 sarcoglicano); de éstas,
el tipo mas frecuente es la producida por deficiencia primaria de a sarcoglicano (Bushby,
1996). Ademas existen las DMC diferentes a las sarcoglicanopatias, que como su nombre
lo indica estan relacionadas a proteinas que no pertenecen al complejo sarcoglicano. En
general, estas Gltimas se caracterizan por presentar manifestaciones clinicas de inicio tardio
y progresion lenta (Pogue ct al., 2001), mientras que las sarcoglicanopatias tienen un curso
clinico mas grave. Por esta razon, se dice que conforman un grupo muy heterogéneo, pues
los sintomas varian de moderados (tipo DMB) a graves (similares a DMD) (Nigro et
al.,1996). Esta ecs una de las principales caracteristicas de las DMC, incluso se han visto
variaciones intrafamiliares tanto en inicio como severidad de la enfermedad (Ozawa et al.,
1998). Generalmente los pacientes que tienen deficiencia primaria de « sarcoglicano (DMC
2D) presentan un fenotipo menos grave; por el contrario, fos pacientes con DMC 2E
(sarcoglicano ) y DMC 2F (sarcoglicano &), se encuentran mads gravemente atectados que
el resto (Bushby, 1999;Zatz et al., 2000).

En las DMC las primeras manifestaciones se presentan durante la primera o segunda
décadas de la vida (entre los 4 v 15 anos de edad, con un promedio de 8 anos). La debilidad
muscular que se presenta cs simétrica. afectando en forma mas acentuada a los musculos

proximales de las cinturas pélvica y escapular. Esta aparece inicialmente en la cintura

18



pélvica, y es progresiva; la afeccion de los musculos de la cintura escapular se presenta un
poco mas tarde. Por lo general se presenta pseudohipertrofia de gemelos, aunque puede no
estar presente. Algunos pacientes tienen un curso clinico similar a DMD, con inicio a
edades tempranas en quienes la capacidad para caminar se pierde alrededor de los 10 afios.
En otros pacientes el inicio es tardio, incluso en la edad adulta. Estos evolucionan menos
réapido, algunas veces sin llegar a perder la capacidad de deambular. No es comin que se
presente afeccién de los m;'xsculos faciales, aunque pueden verse comprometidos sobre todo
en etapas tardias. La funcidn intelectual siempre se preserva. El promedio de vida no se ve
tan acortado como en los otros tipos de distrofias musculares e incluso se han descrito casos
en los que los pacientes alcanzan un promedio de 67 o mas afios de edad (Jackson y
Strehler, 1968; van der Kooi et al., 1996).

Las miocardiopatias son manifestaciones clinicas comunes en pacicntes con ciertos
tipos de DMC. Se han reportado casos de miocardiopatia en pacientes con mutaciones
primarias en los sarcoglicanos 8, ¥ y 6 (Melacini et al., 1999; Barresi et al., 2000), mientras
que los pacientes con mutaciones en el sarcoglicano a rara vez desarrollan miocardiopatias
leves (Melacini ct al., 1999). Gracias a las recientes investigaciones c¢n ratones
genéticamente modificados, se ha empezado a dilucidar la naturaleza de ésta correlacion.
Se ha encontrado que ¢n la miocardiopatia por deficiencia en los sarcoglicanos 8 6 f, los
pacientes presentan cambios histologicos especificos caracterizados por areas focales de
necrosis tanto en musculo cardiaco como en esquelético (Coral-Vazquez et al., 1999). Por
¢l contrario. ¢! ratén deficiente en sarcoglicano a, a pesar de carecer del complejo
sarcoglicano en la membrana del misculo cardiaco. no muestra datos histopatolégicos de

miocardiopatia (Duclos et al., 1998).
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Ademads, sc ha encontrado que en los ratones deficientes en los sarcoglicanos B y &
la expresion del complejo sarcoglicano no solo se encuentra reducida en el sarcolema del
musculo esquelético y cardiaco, sino también existe una pérdida del complejo sarcoglicano
en el musculo liso vascular, incluyendo el de la vasculatura coronaria, situacion que no se
observa en el ratén deficiente en sarcoglicano a. En resumen, se ha sugerido que la pérdida
del complejo sarcoglicano en el miusculo liso vascular origina constricciones en los vasos
sanguincos que producen eventos intermitentes de isquemia, lo que conduce al desarrollo
de miocardiopatia y exacerba la distrofia muscular (Coral-Vizquez et al., 1999).

Recientemente, la organizacion conocida como ENMC (Consorcio para la
Investigacion de las Distrofias Musculares de Cintura) ha publicado los criterios clinicos
para la inclusidn y exclusién del diagnéstico de las DMC (Bushby y Beckmann, 1995):

En relacion al inicio. La enfermedad pucede iniciarse en los masculos de la cintura pélvica o
de la cintura escapular, o en ambos simultianeamente. La pseudohipertrofia de gemelos es
una caracteristica clinica frecuente, pero variable, incluso puede haber considerable
variacién intrafamiliar respecto a esta caracteristica. Si la debilidad se inicia en musculos
distales de las extremidades, faciales o extraoculares se considera poco probable el
diagndstico de DMC, aunque estos grupos musculares pueden afectarse en etapas tardias de
la enfermedad. Las manifestaciones pueden iniciarse a cualquier edad. sin embargo, los
casos de herencia autosdmica recesiva raras veces se inician después de la segunda década.

En relacion a la progresion. La debilidad muscular es inevitablemente progresiva, pero
varia, habiendo casos con inicio tempriano y progresion rapida similar al curso clinico de la
DMD. En otros, la progresion ¢s mucho mas lenta. La afeccion por lo general es simétrica.

A medida que avanza la enfermedad puede desarrollarse cardiomiopatia asociada.
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En relacién al modelo de herencia. Debido a que las DMC se heredan en forma
autosdmica recesiva la historia familiar resulta determinante. Sin embargo, en casos
esporddicos sin antccedentes familiares, puede no ser factible distinguir entre uno y otro
tipo de herencia, por lo que en tales casos debe ponerse especial interés en las
caracteristicas clinicas, bioquimicas y moleculares del caso (Bushby y Beckmann, 1995).

Respecto a la distrofia muscular congénita por deficiencia de laminina
(merosina), el cuadro cliﬁico se manifiesta con hipotonia severa al nacimiento o poco
tiempo después, con debilidad muscular que afecta la mayoria de los grupos musculares,
incluyendo los musculos faciales, faringeos y respiratorios, con contracturas articulares
severas y progresivas; también se presenta retraso en ¢l desarrollo motor, sin capacidad
para caminar, pero con desarrollo mental normal. Los niveles de fosfocinasa de creatinina
se encuentran elevados principalmente en las ctapas iniciales de la enfermedad. La
tomografia axial computarizada y la resonancia magnética pueden mostrar en ocasiones
anormalidades difusas en la sustancia blanca, cerebelo, cuerpo calloso o tallo cerebral. En
los casos de¢ distrofia muscular congénita con deficiencia parcial de merosina las
alteraciones clinicas son menos graves. Los pacientes presentan hipotonia neonatal y
debilidad muscular leves, con contracturas articulares discretas; la afeccion respiratoria
raras veces se presenta y no es grave. El desarrollo motor se ve menos comprometido y la
mayoria de los pacientes logran deambular. El cocficiente intelectual es normal. No
obstante, existen excepciones, en las cuales los pacientes ticnen manifestaciones graves,
similares a las que se presentan en el grupo con deficiencia total de merosina ( Parano et al.,

1995).




1.6 Estudios paraclinicos cn las distrofias musculares

La determinacion de enzimas séricas es de gran importancia para el diagnéstico de
las distrofias musculares; de manera general, en todos los casos se observan elevaciones
significativas de enzimas como fosfocinasa de creatinina (CPK), difosfofructosa aldolasa,
piruvato cinasa, aspartato amino transferasa, glucosa fosfato isomerasa, deshidrogenasa
lactica, anhidrasa carbénicé 111 y enolasa. La elevacion de estas enzimas es mas marcada en
las primeras etapas de la enfermedad y después disminuyen a medida que se deteriora la
funcion muscular. Entre las pruebas enzimaticas, la determinacion de CPK se considera la
mds util para complementar el diagnéstico de las distrofias musculares, pues se eleva en
suero en forma marcada y constante debido a que esta presente en cantidades significativas
en musculo esquelético, corazén y cercbro. Especialmente en las formas graves con
evolucién similar a DMD, la actividad de CPK sérica esta muy clevada, incluso en etapas
preclinicas (van der Kooi et al., 1994).

También se encuentran cambios caracteristicos en la electromiografia (EMG). En la
mayoria de los casos sc detecta un patrén miopatico, es decir, los potenciales de accion de
las unidades motoras son mas cortos y con menor amplitud; este cambio se debe a la
pérdida de las fibras musculares activas, lo que determina que el tamaiio de cada unidad
motora se reduzca. Conforme la enfermedad progresa ¢l tejido muscular es reemplazado
por grasa y tejido conectivo, pudiendo haber dreas donde se registre poca o ninguna
actividad (van der Kooi et al., 1996).

Mediante una biopsia de musculo esquelético pueden hacerse evidentes alteraciones
histolégicas especificas de las distrofias musculares. En ctapas preclinicas ¢ iniciales, se

puede encontrar una diferencia marcada en el wamaino de las fibras, con desplazamiento
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- ‘interno de los nicleos celulares; también es comin encontrar fibras regenerativas.
Conforme la enfermedad progresa, la estructura intracelular se destruye, la fibra muscular
es invadida por células fagociticas y es reemplazada por tejido conjuntivo y adiposo (van

der Koot, 1996).

1.7 Diagnéstico

Inicialmente el diaénéstico puede sospecharse mediante la caracterizacién clinica, el
patrén de herencia, los niveles séricos de fosfocinasa de creatinina, electromiografia y
biopsia muscular; sin embargo, en numerosos casos los datos clinicos y de laboratorio no
permiten diferenciar una distrofia muscular de otra, por lo que actualmente estan
disponibles pruebas diagndsticas mads precisas, incluyendo la evaluacion de los niveles de
expresion de las proteinas por inmunofluorescencia con anticuerpos y la identificacion

directa de las mutaciones mediante técnicas de biologia molecular.

1.7.1 Diagnéstico por inmunofluorescencia en las distrofias musculares
Actualmente se cuenta con toda una bateria de anticuerpos que reaccionan con la
mayor parte de las proteinas del complejo distrofina glicoproteina, principalmente contra

y carboxilo), laminina y sarcoglicanos o, B, v y 8.

distrofina (en sus extremos amino
Mediante el empleco de estos anticuerpos en prucbas inmunohistoquimicas es posible
identificar las proteinas anormales en diversos tipos de distrofias musculares; con la
inmunoflurescencia es factible visualizar y detectar proteinas especificas dentro de un

tejido. Para el estudio de las distrofias musculares fas biopsias de musculo esquelético
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. éonslitpyen el tejido de eléccién. Su principio se basa en ¢l uso de un anticuerpo que tiene
afinidad especifica por su antigeno (Sewry, 2000).

En el musculo normal, la distrofina estd localizada en el sarcolema y cada fibra
muscular siempre muestra una expresién uniforme en la inmunoflurescencia, mientras que
en los pacientes con DMD la distrofina esta ausente. Aunque el gen de distrofina que posee
una mutacién en ocasiones es capaz de sintetizar una proteina mds corta (distrofina
truncada), generalmente no tlega a detectarse debido a que es degradada rapidamente. Sin
embargo, existen casos excepcionales en los que la membrana celular muestra un tincion
débil. En los casos de DMB las fibras expresan una tincidén reducida o incluso puede no
detectarse distrofina (Sewry, 2000).

En general se considera que la mayoria de los casos de DMD carecen de la region
carboxilo terminal de la distrofina, mientras que en los casos de DMB se preserva. Es por
eso, que ¢l ensayo para distrofina se hace utilizando anticuerpos que reconozcan mas de un
dominio de la proteina (ya sea el amino terminal, ¢l dominio en barra o ¢! carboxilo
terminal) para evitar falsos negativos (Sewry, 2000).

En los casos de sarcoglicanopatias, las proteinas se comportan como un complejo,
pues la pérdida de cualquicra de los cuatro sarcoglicanos, en particular de B y 8
sarcoglicanos, conduce a deficiencia secundaria de todo ¢l subcomplejo completo, sin
embargo, pueden encontrarse excepeiones (Zatz et al., 2000). Es comun que el sarcoglicano
que posee la mutacidn primaria sea el que esta ausente o mas severamente reducido, de tal
manera que la expresion de los sarcoghicanos en la inmunoflurescencia puede variar,
pudiéndose detectar grados variables que van desde ausencia total a reduccion leve. Sin

embargo, casi nunca sc¢ ve afectada la expresion de distrofina, aunque pucde encontrarse
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iﬁmunotihgiér{ »i‘disminuida, especialmente en los casos en los que la deficiencia de
SarcogliCzinbé es rﬁuy marcada (Sewry, 2000),

Actualmente, el estudio molecular para la identificacion directa de mutaciones se
basa en los hallazgos de inmunoflurescencia de las biopsias musculares en una primera
etapa, usando un panel de anticuerpos contra las proteinas asociadas a distrofina; de esta
manera se incrementa mucho la posibilidad de encontrar la mutacion en el primer gen
examinado en cada caso particular (Poguc et al., 2001).

Respecto a los hallazgos de inmunofluorescencia en los casos de distrofia muscular
congénita puede cncontrarse ausencia de laminina o por el contrario expresar una reduccion
leve o parcial de la proteina. La laminina a2 se expresa en varios tejidos diferentes del
tejido muscular, algunos de los cuales en ocasiones son utiles para diagndstico (Sewry et

al., 2001).

1.7.2 Diagnéstico diferencial

El espectro de padecimientos a incluirse dentro del diagnoéstico diferencial de las
distrofias musculares incluye a aquellas enfermedades que presentan debilidad muscular de
extremidades superiores ¢ inferiores, como: miopatias mitocondriales o metabdlicas, las
cuales se diferencian mediante ensayos de las actividades enzimaticas correspondientes;
algunas enfermedades neurolégicas, como la atrofia muscular espinal, cuyos cambios
histopatologicos en musculo v de electromiografia son muy especificos; la polimiositis y
dermatomiositis, también deben excluirse, asi como deficiencias vitaminicas, carcinoma,

sarcoidosis. mioglobinuria o miopatias inflamatorias idiopaticas (van der Koo, 1994).
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1.8 Asesoramiento genético

La DMD/DMB sigue un modelo de herencia recesivo ligado al cromosoma X, por
lo que sdélo se encuentran afectados los varones. No hay transmisién de vardn a varén. La
transmision se realiza a través de mujeres heterocigotas, quienes transmiten el gen
defectuoso a su descendencia; si el producto es varén tendria 50% de posibilidades de estar
afectado o ser sano; si es n.1u'jer, la posibilidad de ser portadora o sana sera de 50%. Todos
los hijos de un varén afectado seran sanos y sus hijas todas portadoras. Sin embargo, es
comin que en estas enfermedades el varén no se rcproduzca debido a la historia natural
propia del padecimiento (Carnevale A. y Esmer M., 2001).

En los casos de las distrofias musculares que siguen un modelo de herencia
autosémica recesiva, como las distrofias musculares de cintura y las distrofias musculares
congénitas, pueden afectarse individuos de uno u otro sexo. El gen recesivo se transmite de
uno y otro progenitor, quienes son heterocigotos por lo que se les designa como portadores
del alelo anormal; en ellos no produce efecto tenciipico por si solo, pues el otro alelo es
dominante y normal. El gen anormal puede expresarse en 25% de la descendencia, los
cuales serdn homocigotos recesivos. Esta posibilidad puede estar influenciada por la
frecuencia del gen en la poblacion o debido a la presencia de consanguinidad (Guizar-

Véazquez J, y Cortés R., 2001).




2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y JUSTIFICACION

Las distrofias musculares son cnfermedades hereditarias caracterizadas  por
debilidad y atrofia muscular progresiva: existen varios grupos. los cuales son dificiles de
distinguir unicamente por su edad de inicio, caracteristicas clinicas o bioquimicas o por su
' _modelo de herencia, pues el fenotipo puede ser muy similar y en ocasiones hasta se
sobreponen con los de otros grupos de distrofias musculares. En estos casos ¢l diagnostico
clinico representa un serio problema. Ahora se sabe que muchas de ellas estan ocasionadas
por defectos en la organizacion o funcién de las proteinas del CDG. principalmente de
distrofina, laminina y complejo SG-SSPN, las cuales ocasionan las enfermedades
musculares que se han denominado: DMD/DMB, distrofia muscular congénita y DMC,
respectivamente.

Actualmente es factible identificar a las proteinas defectuosas mediante prucbas
inmunohistoquimicas con anticuerpos que reaccionan con varias de las proteinas
comprometidas, visualizando en el tejido muscular su patrén de tincion. Debido a que en la
poblacion mexicana no existen antecedentes de este tipo de estudios, se considera de suma
importancia iniciar ¢l andlisis de pacientes con distrofia muscular mediante ésta
metodologia, lo cual nos ofrecerd ¢en adelante la posibilidad de establecer un diagnéstico
mds certero en pacientes con distrofia muscular, principalmente en aquellos en los que las

caracteristicas clinicas son muy heterogéneas.
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3. HIPOTESIS
Algunos de los pacientes con distrofia muscular presentan ausencia o deficiencia de
las proteinas del complejo sarcoglicano, distrofina o laminina en la membrana de la fibra

muscular.

4. OBJETIVO GENERAL

Describir los datos clinicos y los hallazgos de inmunofluorescencia en pacientes

mexicanos con distrofias musculares.

4.1 Objetivos particulares:

e Describir a un grupo de pacientes con distrofias musculares de acuerdo al patrén de
herencia y a las caracteristicas clinicas de la enfermedad muscular.

e Realizar ¢n biopsias de musculo esquelético pruebas inmunohistoquimicas para
determinar la ausencia o deficiencia de algunas de las proteinas que se asocian a
distrofia muscular (sarcoglicanos, distrofina y laminina).

e Establecer las bases para dirigir la basqueda de mutaciones mediante técnicas de
biologia molecular en aquellos pacientes en los que se encuentre ausencia o

deficiencia de las proteinas estudiadas.
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5. DISENO DEL ESTUDIO

El estudio es descriptivo y transversal.

6. MATERIAL Y METODOS

6.1 Pacicentes.

Se estudiaron 33 pacientes con diagndstico clinico de distrofia muscular, captados
en el servicio de Genética Humana del Hospital de Pediatria del Centro Médico Nacional
Siglo XXI (HP CMN SXXI), del Instituto Nacional de Neurologia y Neurocirugia Dr.
Manuel Velasco Sudrez (INNyN), del Instituto Nacional de Ortopedia (INO), del Hospital
General de México, del Hospital 20 de Noviembre del ISSSTE y del Instituto Nacional de

Pediatria (INP).

6.2 Criterios de inclusién.
e Sujetos masculinos o femeninos que cumplan los criterios clinicos de las distrofias
musculares:

I Cuadro clinico compatible con distrofia muscular.

IL Niveles elevados de CPK.

111, Electromiografia que muestre dreas con baja o nula actividad.

Iv. Biopsia muscular de cuadriceps o deltordes que presente variacion en el tamaiio
de las fibras, l;i:crosis v eventualmente reemplazo por grasa y tejido conectivo,

segun ¢l grado de avance de la miopatia.
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Arbol genealégico que muestre una segregacion sugestiva de herencia autosémica

- recesiva o antecedente de padres consanguincos, herencia autosémica dominante o

herencia recesiva ligada al X, que constituyen los modelos de herencia conocidos en
las distrofias musculares. Se incluyen también los casos aparentemente esporadicos
o casos aislados.

Consentimiento por escrito de pacientes y familiares para su participacion en este

protocolo de investigaciéon (Anexo 2).

6.3 Diagnéstico clinico. (Anexo 3).

Se llevé a cabo mediante:

IL.

I

Elaboracién del drbol genealégico.

Caracterizacién clinica completa con la finalidad de establecer ¢l diagndstico.
Se consider6 que un paciente presentaba distrofia muscular cuando tenia caidas
frecuentes, incapacidad para subir escaleras, pseudohipertrofia de musculos
gemelos, niveles en suero de la enzima CPK elevados en al menos dos ordenes
de magnitud, anormalidades histologicas y electromiograficas de! musculo,
consistentes con una distrofia muscular progresiva.

Evaluacién cardiologica mediante historia clinica, examen fisico, radiografia de

torax, electrocardiograma y ecocardiograma.
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6.4 Biopsias musculares.

Se tomaron biopsias musculares del cuadriceps o deltoides, de tamaiio no menora §
mm de diametro y longitud, las cuales se mantuvieron con solucion fisiolégica en hielo
previo al momento de su preparacion. El montaje de las piczas de musculo se hizo sobre
fragmentos de corcho pequeiios, procurando que la orientacidn de las fibras musculares
quedara perpendicularmente, para facilitar que las secciones tengan cortes transversos. El
tejido montado en ¢l corcho se embebid con una capa de un medio de montaje para tejidos
congelados denominado Tissue Tek (Miles Inc. Diagnostic Divisidon) y se congeld en
isopentano (2 metil butano) (Fisher 03551-4) enfriado con nitrégeno liquido. Las piezas
permanecicron almacenadas a —80°C hasta su uso. Posteriormente se hicieron criosecciones
con un espesor entre 5 y 7 micras, que fueron colocadas ¢n portaobjetos cubicrtos con poli-
L-lisina al 1%. Todas las muestras se tifieron con hematoxilina:eosina (H:E) para analizar
sus caracteristicas histopatol6gicas. Los cambios distréficos se definieron por la presencia
de degeneracion y regeneracion de fibras musculares, variacion en el tamaiio de éstas, con

nacleos centrales y proliferacidn de tejido conectivo y necrosis.

6.5 Inmunofluorescencia.

Se inmunomarcaron secciones en serie utilizando anticuerpos monoclonales dirigidos
contra las siguientes proteinas:

e Distrofina (DYS2 extremo carboxilo terminal y DYS3 extremo amino terminal).

e o sarcoglicano (Ad1/20G, Novocastra).

e f sarcoglicano (betaSARCI1/53B1, Novocastra).

e ysarcoglicano (35 bAG/21BS. Novocastra).
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« 8 safcoglicano (delta SARC3/12C1, Novocastra)

e Laminina (Novocastra).

La inmunofluorescencia se llevo a cabo segiin la metodologia siguiente (Coral-Vazquez
et al,, 1999):

1. Se prepararon secciones del tejido muscular en estudio, de 5 a 7 micras de
espesor, similares a las teflidas con H:E y sc colocaron en portaobjetos para
microscopio. Por cada portaobjetos que contenia tejido del paciente se
utilizé una secciéon de tejido muscular normal como control positivo. De
manera similar, se utilizo una seccion adicional del musculo para control
negativo (sin anticuerpo primario).

2. En cada una de las sccciones de tejido se bloquearon los sitios no
especificos, utilizando una solucion bloqueadora que contiene amortiguador
fosfato salino PBS (phosphate buffered saline) con albumina de suero
bovino (BSA) al 5%. Para este proceso se cubrieron los portaobjetos con las
criosecciones con 500 microlitros de solucion bloqueadora, cubriendo toda
la superficic de la laminilla, durante 30 minutos.

3. Posteriormente se aplicd el anticuerpo primario de interés a cada
portaobjetos (DYS2, DYS3, laminina, «. P, y y & sarcoglicanos,
respectivamente), a una dilucién 1:20 (la dilucion se hace con una solucién
de PBS/BSA al 1%). Se aplicoé un volumen de anticuerpo primario de 800
microlitros por laminilla, las cuales fueron colocadas dentro de una camara
hameda para evitar la evaporacion. La incubacion se mantuvo por tres horas

a temperatura ambiente o de manera opeional a —4°C durante toda la noche.
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Cumplido el tiempo de incubacidén, se realizé un proceso de eliminacién del
anticuerpo primario usando una solucién de lavado PBS/BSA al 1%, la cual
se aplicod gentilmente sobre las secciones de tejido durante cinco minutos y
luego se retird agitando suavemente. Este proceso se repitio hasta completar
tres eventos de lavado, de cinco minutos cada uno.

Se agregaron 500 microlitros por laminilla del anticuerpo secundario
(anticuerpo anti-ratén acoplado al fluorocromo Cy3) diluido 1:250 en
PBS/BSA al 1%. Se mantuvo en proceso de incubaciéon durante una hora a
temperatura ambiente en una camara oscura.

Completada la incubacién con el segundo anticuerpo se hicieron
nuevamente lavados con PBS/BSA al 1% (tres por cinco minutos), similar al
proceso de lavado requerido para el anticuerpo primario.

Posteriormente, se agregd a cada portaobjetos una gota de un medio de
montaje antidesvanescente para tejidos (Vectashield Vector) y se les colocéd
un cubreobjetos, procurando evitar espacios de aire entre el tejido y el
cristal.

Las secciones de tejido se observaron al microscopio de fluorescencia y se

captaron en un analizador de imagenes, tomando fotos para documentacion.
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7. RESULTADOS

En este trabajo se rcunieron los datos clinicos de 33 pacientes con diagnéstico
sugerente de distrofia muscular y s¢ tomaron biopsias de misculo esquelético para analizar
el patrén de expresion de algunas de las proteinas que integran el CDG, especificamente
distrofina, proteinas del complejo sarcoglicano y laminina.

Se cstudiaron 23 hombres y 10 mujeres, conformando un total de 33 pacientes
(Tabla 1). De éstos, 16 correspondicron a edades pedidtricas, en tanto que 16 de los
pacientes estudiados fueron adultos, sin embargo, en un paciente no fue posible integrar
este dato por tener una historia clinica incompleta.

En 17 pacientes los sintomas iniciales aparecieron en la infancia; dentro de éstos, se
encontraron dos pacientes que presentaron manifestaciones congénitas  de  distrofia
muscular. En tres pacientes, la primera manifestacion se presentd en la adolescencia y
cuatro pacientes mas iniciaron manifestaciones clinicas de la enfermedad durante la etapa
de adulto joven. En dos de los casos estudiados el cuadro clinico se inicio en la vida adulta.
En siete de los pacientes estudiados no pudo consignarse este aspecto de la historia clinica.
La clasificacion se hizo cn base a las ctapas de crecimiento establecidas en pediatria
(Barrén-Uribe y Pérez-Pasten, 1995).

Mediante el analisis de los arboles gencalogicos de los pacientes y sus familiares
encontramos que ¢n 11 pacientes existian antecedentes familiares de la enfermedad.

En relacion a la progresién de la enfermedad, se encontrd una evolucion similar a DMD en
nueve pacientes.  Actualmente, 19 pacientes conservan la capacidad de caminar y nueve la
han perdido; en el resto. no pudo determinarse este aspecto por haber sido evaluados

clinicamente fuera de nuestro hospital.
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Tabla 1. Manifestaciones clinicas de los pacientes estudiados.

Edad Sexo | Edad de | Anteceden | Evolucion | Marcha Afeccion
inicio tes similar a | indepen cardiaca
familiarces DMD diente

Pl 9 ailos M 1 afio - + - -
P2 25 afios M 19 aios + - + -
P3 30 anos M 8 afios - - + +
P4 17 aios M 5 ahos + + - -
P5 8 meses F congénita + - - +
P6 29 anos M 28 anos - - +

P7 35 aios M 3 aios + - + -
P8 8 afos F 1 afio + + + -
P9 9 anos M 3 anos - “+ - -
P10 | 20 aios M Nd Nd - + Nd
P11 23 aflos M 6 anos + - + +
P12 15 aflos M Nd - - + Nd
P13 14 aios M 5 afios - - + -
P14 71 afos M 62 aios - - + +
P15 34 aios I 13 afos + - + -
P16 9 aios F Nd Nd Nd Nd Nd
P17 27 afos M 15 anos - - + +
P18 | 45 aios M Nd - Nd Nd Nd
P19 15 alos M 2 ailos - + - -
P20 Nd F Nd Nd Nd Nd Nd
P21 17 aitos | M 16 aios - - - -
P22 33 aios I 8 anos - - + -
P23 23 anos I 19 ailos - - + -
P24 31 afos M 6 afos + - + -
P25 10 aios M | ailo + + - -
P26 1 ano M 1 afo + + - -
P27 | 43 aios M Nd Nd Nd Nd Nd
P28 3 aios F congénita - - - -
P29 6 anos M | ano - + + -
P30 | 22 anos - 22 anos - - + -
P31 29 afos F 25 anos -+ - + -
P32 4 aios M 2 afios - + + -
P33 7 anos M Nd Nd Nd Nd Nd

P: paciente; M: masculino: F:

distrofia muscular de Duchenne.

femenino;, +: dato presente; ¢ dato ausente, Nd: no determinado;, DMD:




En cinco de los pacientes analizados, se detectaron anormalidades cardiacas
asociadas al cuadro de distrofia muscular. Los casos correspondieron a los pacientes: P3, en
duien fue detectado un bloqueo de rama derecha grado [; PS5, que presentaba cardiomegalia
grado II, con dilatacién e hipertrofia del ventriculo izquierdo; P11, en el que fue detectada
una miocardiopatia, sin especificarse el tipo; P14, quien presenla cardiopatia isquémica y
finalmente, en ¢l paciente 17 se establecid el diagndstico de miocardiopatia dilatada.
Respecto a los estudios paraclinicos (Tabla 2), se determino que en 22 pacientes los niveles
séricos de CPK estuvieron elevados. En 20 pacientes el estudio electromiogrdfico reveld un
patron miopdtico; mientras que en 28 de los pacientes estudiados se encontraron
anormalidades histolégicas en la biopsia muscular, revelados mediante tincion con
hematoxilina y eosina; los hallazgos observados fueron sugerentes de un proceso distrofico
en la fibra muscular.

Con la finalidad de determinar si se presentaba un patron de expresion ausente o
deficiente de distrofina y sus proteinas asociadas, se  realizo la téenica  de
inmunofluorescencia indirecta con anticuerpos en biopsias de musculo cuadriceps o
deltoides en pacientes con distrofia muscular. Los anticuerpos utilizados estidn disefiados
especificamente para unirse a la distrofina en su extremo amino (DYS3) y carboxilo

(DYS2), a los sarcoglicanos (a, B, y y 8) v a la proteina laminina.
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Tabla 2. Estudios de gabinete

Paciente | CPK (U/L) EMG con Datos histopatolégicos compatibles
patron con cambios distroficos en la fibra
miop:tico muscular
Pl 868 - +
P2 24,825 + +
P3 479 + +
P4 6,790 + +
P5 2,897 + +
P6 362 + -
P7 162 + +
P8 137 + +
P9 2,211 + +
P10 Nd Nd +
Pl 50 + +
P12 Nd Nd +
P13 39 - -
P14 385 - +
P15 1,256 + +
P16 Nd Nd +
P17 Nd + +
P18 Nd Nd +
Pi9 2,800 + +
P20 Nd Nd +
P21 10.630 + +
P22 90 + +
P23 3,085 + +
P24 3,691 + +
P25 635 Nd -
P26 198 Nd -
P27 Nd Nd -
P28 509 - +
P29 390 + +
P30 6.727 + +
P31 1,113 + +
P32 369 + +
P33 Nd Nd +

P: paciente; CPK: fosfocinasa de creatinina; U/L: unidades por litro; EMG: electromiografia; +: dato presente;
-: dato ausente; Nd: no determinado.
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Tabla 3. Resultados de inmunofluorescencia

ol B Y S {lam DY | DYS Comentario
S2 3
Pl |+ + | + + + + + | Sarcoglicanos, laminina y distrofina normales.
P2 [+ + | + | + + | + + | Sarcoglicanos, laminina y distrofina normales.
P3 | *}| = A il * % * | Ausencia de fibras musculares.
P4 |+ +/-| - | +-1 + | +/-] +/- |Ausencia de vy, deficiencia de B, & y
distrofina. DMC 2C.
PS |+] + + + - + + | Ausencia congénita de laminina.
P6 |+ ]| + + + + | + + {Sarcoglicanos, laminina y distrofina normales.
P7 |+]| + + + + + + | Sarcoglicanos, laminina y distrofina normales.
P8 {+| + + + + | + + | Sarcoglicanos, laminina v distrofina normales.
PO | *] * * * * * * | Ausencia de fibras musculares.
PIO|+ | + + | + + | + + | Sarcoglicanos, laminina y distrofina normales.
Pll{+] + | + + | + | + + | Sarcoglicanos, laminina y distrofina normales.
P12 | +] + + + + | +/- | +/- | Disminucién de distrofina. DMB.
P13+ | + + + + | + + _{Sarcoglicanos, laminina y distrofina normales.
Pldj{+| + | + | + | + | + + | Sarcoglicanos, laminina y distrofina normales.
PI1S|*| = * * * * * | Ausencia de fibras musculares.
Pl6| * | * * * ¥ * * [ Ausencia de fibras musculares.
P17 | * ]| * X * A A * [ Ausencia de fibras musculares.
PIS{+| + | + | + | + | + + | Sarcoglicanos, laminina y distrofina normales.
PI9| *| * * * * * * [ Ausencia de fibras musculares.
P20 [+ | + + + | + + + | Sarcoglicanos, laminina y distrofina normales.
P21 |+ + + + |+ + + | Sarcoglicanos, laminina y distrofina normales.
P21+ + + + |+ + + | Sarcoglicanos, laminina y distrofina normales.
P23 1+ + + + + |+ + | Sarcoglicanos. laminina y distrofina normales.
P24 |+ | + + + + | + + | Sarcoglicanos, laminina y distrofina normales.
P25 |+ | + + + + + + {Sarcoglicanos, laminina y distrofina normales.
P26+ + | + | + | + | + + | Sarcoglicanos, laminina y distrofina normales.
P27 |+ | + + + + + + | Sarcoglicanos, laminina vy distrofina normales.
P28 |+ + + + + + + [ Sarcoglicanos, laminina vy distrofina normales.
P29 | + | + + | + + i + | Sarcoglicanos, laminina v distrofina normales.
P30 |+ + + + |+ + + | Sarcoglicanos, laminina v distrofina normales.
P31 |+ + + + F + + | Sarcoglicanos, luminina y distrotina normales.
P32 +| + + + + + + | Sarcoglicanos, laminina y distrofina nonnales.
P33 |+/| +/- | +/- | + | + - - Ausencia de distrofina, disminucion de SGs.
- DMD.

P: paciente; a: alfa sarcoghcano, §. beta sarcoghcano; y. gama sarcoghcano, & delta sarcoghcano, lam. laminina, DY S2:
distrofina (extremo carbonilo terminal), DYS3 distrofina (extremo wmino termunal), « unaon positiva, ¢/- tincion
reducida; - tncion negativa; ¢ casos en los que no se observaron tibras musculares debido al proceso distrofico
avanzado SGs sarcoglicanos. DMD- distrofia muscular de Duchenne DMB - distrofia muscular de Becker DMC 2C:
distrofia muscular de cinturas upo 2C
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Se encontré un patrén de inmunofluorescencia anormal en cuatro de los 33
pacientes estudiados, conformando el 12.12% (dc éstos 50% presentaron alteraciones en
distrofina, 25% en laminina y ¢l 25% restante en las proteinas del complejo sarcoglicano)
(Tabla 3); los pacientes que presentaron ausencia o deficiencia de las proteinas estudiadas

correspondieron a los casos P4, P5, P12 y P33, que a continuacién se describen.

Pacicnte 4
Se trata de un paciente del sexo masculino de 17 aios de edad (Figura 2). Existe el
antecedente familiar de un tio materno fallecido a la edad de 50 afios por una enfermedad

neuromuscular, sin conocer el tipo especifico.

i O
m O O M

17

/d

56

- Distrofia muscular de cinturas

l]m]m Enfermedad neuromuscular no especificada

Figura 2. Arbol genealégico del paciente 4. Corresponde a un pacicnic masculino de 17 adtos de edad que presenta un
cuadro clinico compatible con distrofia muscular de cinturas de inicio ¢ evolucion similar a DMD
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El paciente inicia con manifestaciones de debilidad muscular a la edad de S afios,
siendo ésta de predominio proximal, afectando principalmente las extremidades inferiores,
presentando caidas frecuentes y dificultad para incorporarse a la posicion erecta, correr y
subir escaleras. Posteriormente se agrega deformidad del pic en equinovaro. La afeccion ha
~sido lentamente progresiva, condicionando pérdida de la capacidad de caminar, siendo el
curso clinico similar a DMD. Hasta la fecha no se ha identificado cardiomiopatia asociada.
Los estudios paraclinicos en ¢l paciente demuestran un aumento significativo de CPK
sérica (6,790 U/L), con datos electromiograficos compatibles con un patron miopatico; los
datos obtenidos de los hallazgos histopatologicos revelan tejido muscular extensamente
infiltrado por tejido adiposo, con pequeiios grupos de fibras atroficas en las que se observa
centralizacion nuclear, considerdndose que estos hallazgos corresponden a una distrofia
muscular avanzada. Mediante el estudio de inmunofluorescencia se identificé ausencia
completa en la expresion de y sarcoglicano, con tincion disminuida en los sarcoglicanos B y
8, al igual que en la proteina distrofina en sus dos epitopes (extremos amino y carboxilo).
El patrén de tincién para laminina no revelo alteraciones (Figura 3). Conjuntando los datos
clinicos, paraclinicos y de inmunofluorescencia se considera que el caso corresponde a una
distrofia muscular de cinturas, del tipo y sarcoglicanopatia.

El andlisis de este paciente mediante metodologias que permitan identificar la
mutacién responsable sera un paso importante para la caracterizacidon del espectro de

mutaciones de los genes sarcoglicano en pacientes mexicanos.
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control P4

Alfa SG

Beta SG

Gama SG

Delta SG

Laminina

DYS-2

H:E

Figura 3. Imagen de inmunofluorescencia del paciente 4. Sc observa ausencia de Gama SG, con
disminucion de los sarcoglicanos beta v delta asi como de distrofina. H:E: tincién hematoxilina
y cosina. SG: sarcoglicano. DYS-2: (distrofina extremo carboxilo). DYS-3: (distrofina extremo

amino). H:E: tincién con hematoxilina y cosina.
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Paciente 5

Se trata de una paciente femenina de 8 meses de edad. Es producto de la segunda
gestacion de padres sanos que conforman un matrimonio consanguineo (Figura 4). Existe
el ‘antecedente de un primer hijo varén que fallecié a los 2 meses de edad debido a un

cuadro de debilidad muscular similar al de la paciente.

11

111

v e

2/12 8/12

‘ . Distrofia muscular congénita f

Figura 4. Arbol genealégico del paciente 5. Corresponde a una paciente femenina de 8 meses de cdad. Los datos
clinicos son compatibles con distrofia muscular congénita. Existe el antecedente de padres consanguineos y un hermano
con cuadro clinico similar,

El cuadro clinico se manifiesta desde el nacimiento, con debilidad muscular
generalizada, hipotonia y contracturas articulares distales de las extremidades superiores ¢

inferiores que limitan los movimientos de flexion y extension. El cuadro clinico estuvo
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acompafado por manifestaciones de dificultad respiratoria. La valoraciéon cardiologica
reportd hipertension arterial pulmonar moderada, con cardiomegalia grado 11 y dilatacion e
hipertrofia del ventriculo izquierdo. Fucron realizados estudios de imagen radiologicos
(tomografia de cranco e imagen de resonancia magnética), que mostraron alteraciones en la
mielinizacién del sistema nervioso central principalmente a nivel frontal y occipital. Los
estudios complementarios - revelaron eclevacion de enzimas musculares en  suero,
principalmente CPK  con cifras de 2,897 U/L. Tanto la biopsia muscular como la
electromiografia mostraron datos compatibles con afeccion muscular. En el analisis de
inmunofluorescencia se identificé ausencia completa de inmunotincidén para la proteina
laminina, mientras que en ¢l resto de las proteinas estudiadas la tincién fue normal, aunque
por ¢l grado de afeccion y la edad de la paciente, las fibras musculares de aprecian
pequeiias y escasas (Figura 5). Con éstos resultados, éste caso se clasific6 como una

distrofia muscular congénita por deficiencia de laminina (merosina).
Paciente 12
El caso correspondié a un paciente masculino de 14 afos de edad (Figura 6).
Aunque no fue posible obtener una descripcion clinica completa, se identificé como un

caso Unico en la familia, de¢ inicio en la infancia, con progresion lenta y gravedad

intermedia, pues actualmente el paciente conserva la capacidad de caminar.
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Gama SG
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H:E

Figura 5. Imagen de inmunofluorescencia del paciente 5. Se observa ausencia total de laminina,
con tincién positiva para sarcoglicanos.  SG: sarcoglicanos. H:E: tincién con hematoxilina y
cosina. DYS 3: distrofina extremo amino.



11

14

. Distrofia muscular de Becker

Figura 6, Arbol gencalégico del paciente 12. Sc trata de un paciente masculino de 14 afos de edad, que corresponde a
un caso tnico en la familia. Los hallazgos clinicos y de inmunofluorescencia son sugerentes de DMB.

En el estudio de inmunofluorescencia se encontré tincidn disminuida para
distrofina, en los extremos aminio y carboxilo (Figura 7). Correlacionando los datos
clinicos con los hallazgos de inmunohistoquimica podria sugerirse que el caso corresponde
a una DMB.

Paciente 33
Se trata del caso de un paciente masculino de 7 anos de edad (Figura 8). Por

tratarse de un caso extrahospitalario no pudo integrarse su historia clinica completa.

11

. Distrofia muscular de Duchenne

Figura 8. Arbol genealégico del paciente 33, Corresponde al caso de un paciente masculino de 7 aflos de edad; la
imagen de inmunofluarcscencia es compatible con DMD.
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Alfa SG
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Gama SG

Delta SG

DYS-2
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Lam

Figura 7. Imagen de inmunofluorescencia del paciente 12. Se observa disminucién en la tincién
para distrofina (DYS-2 vy DYS-3), con tincidon normal para sarcoglicanos y laminina.
S$G: sarcoglicanos. DYS-2: distrofina extremo carboxilo. DYS-3: distrofina extremo amino.
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La inmunofluorescencia realizada demostré tincién ausente para distrofina en sus
extremos amino y carboxilo (DYS-3 y DYS-2); sin embargo, en la inmunoseccion
observada para el anticuerpo DYS-2 en forma alterna expresa dos fibras musculares
aisladas con tincién normal distribuida sobre el sarcolema, considerandose éstas altimas
como fibras revertantes, lo cual e¢s un hallazgo infrecuente; ademads sc observd. una
disminucién secundaria en la inmunofluorescencia de las proteinas del complejo
sarcoglicano (Figura 9).

En el resto de los pacientes, los hallazgos de inmunofluorescencia no demostraron
anormalidades de expresion en las proteinas estudiadas (Anexo 1). Sin embargo, esta
situacién no descarta la posibilidad de que efectivamente los casos correspondan a una
distrofia muscular, pues los datos clinicos analizados hacen sugerente tal diagndstico. Esos
casos pudieran estar condicionados por la participacion de otras proteinas diferentes a las
estudiadas que pudieran relacionarse molecularmente con el CDG o causar distrofia

muscular por mecanismos alternos.
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Laminina

Imagen de inmunofluorescencia del paciente 33.
ausente para DYS-3 v DYS- 2; notese en ésta ultima la presencia de dos fibras revertantes

Figura 9. Sc observa inmunotincion

al centro (flecha). La inmunotinicén para sarcoglicanos estd levemente disminuida. La
tincion para laminina ¢s normal. SG: sarcoglicanos. DYS-2: distrofina extremo carboxilo.

DYS-3: distrofina extremo amino.
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8. DISCUSION

Las distrofias musculares son enfermedades hereditarias que se caracterizan por
producir debilidad y atrofia muscular progresiva (van der Koot et al., 1996). Son de inicio y
grado variables y se pueden manifestar en etapas que van desde el nacimiento hasta la edad
adulta, siguiendo diversos modelos de herencia mendeliana. Algunas de cllas son
ocasionadas por mutaciones ¢n los genes que codifican las proteinas que integran el
complejo distrofina glicoproteina (CDG) en la membrana de la fibra muscular. Esto origina
que la interaccidn entre los componentes del complejo sea fragil, lo que conduce a defectos
de integridad del sarcolema y a degeneracién de la fibra muscular (Vainzof ct al., 1999).

Debido a que el fenotipo de los pacientes con este tipo de distrofias puede ser muy
similar y en ocasiones se sobrepone con los de otros grupos de distrofias musculares, el
diagnéstico clinico resulta complicado.

En la actualidad es factible identificar a las proteinas defectuosas mediante pruebas
de inmunofluorescencia con anticuerpos cspecificos, lo que determina la posibilidad de
establecer un diagndstico mas certero en estos pacientes.

Con la finalidad de determinar si los pacientes con distrofia muscular presentan
alteraciones en algunas de las proteinas del CDG (sarcoglicanos, distrofina y laminina) se
realizé6 un analisis mediante inmunofluorescencia indirecta en biopsias de musculo
esquelético de 33 pacientes, los cuales fueron scleccionados tomando en cuenta sus
caracteristicas clinicas, hif)quimic:m. hallazgos paraclinicos ¢ histopatolégicos.

Mediante ¢l un:’lli:;is por inmunotluorescencia se detectaron deficiencias de las

proteinas del CDG en los pacientes P4, P5S, P12y P33.
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En el caso del paciente P4 se identifico ausencia completa en la expresiéon de y
sarcoglicano, con tincién disminuida en los sarcoglicanos B y 8, al igual que en la proteina
distrofina, tanto para el anticuerpo que reconoce ¢l dominio amino terminal (DYS3) como
el carboxilo terminal (DYS2). En cste paciente proponemos que existe una deficiencia
primaria de y sarcoglicano o distrofia muscular de cinturas tipo 2C, pues esta proteina se
encuentra completamente ausente, a diferencia de las otras que se encuentran disminuidas.
Es importante resaltar que la inmunofluorescencia de este paciente muestra una tincion
normal de « sarcoglicano. Este hallazgo contradice lo que originalmente s¢ pensaba
respecto a la integracién de las proteinas sarcoglicano, es decir, que la ausencia de una de
las proteinas sarcoglicano conducia a la disminucion generalizada de todo ¢l complejo
(Noguchi et al., 2000). Esta teoria condujo a que en el analisis de inmunofluorescencia para
detectar sarcoglicanopatias s¢ usara unicamente ¢l anticuerpo para a sarcoglicano. dando
por hecho que el resto de las proteinas se encontrarian disminuidas (Pogue et al., 2001). El
caso del paciente P4 enfatiza la importancia del uso de anticuerpos que reconozean las
cuatro proteinas sarcoglicano; de hecho, casos similares han sido reportados recientemente
en la literatura (Pogue ct al., 2001; Vorgerd et al., 2001). Asi mismo, se han descrito
pacientes en los que la ausencia primaria de y sarcoglicano, se asocia con deficiencia
parcial de B y 8 sarcoglicanos, ademas de una reduccion secundaria de distrofina, como se
presenta en ¢éste paciente. Para explicar ésta variacion en el patron de inmunofluorescencia
se ha sugerido que se debe a que los sarcoghicanos By & se encuentran fuertemente
asociados en el sarcolema, funcionando como una unidad, lo que origina que la reduccion
de uno afecte al otro, a diferencia de « y v sarcoglicanos que parecen no tener efecto sobre
los otros micmbros del complejo (Vainzof et al., 1999).
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La deficiencia de y sarcoglicano (DMC 2C) generalmente se asocia con un curso
clinico grave (Lasa et al., 1998). Esto va acorde con las caracteristicas clinicas observadas
en este paciente, pues muestra una presentacion similar a la DMD. Se ha hecho referencia a
que la DMC 2C es dificil de diferenciar de la DMD, especialmente cuando el tipo de
herencia no permite distinguir entre uno y otro tipo (Ben Hamida et al., 1996). Es en éstos
casos donde el analisis de inmunofluorescencia resulta atil.

Aunque este paciente se presenta como un caso tnico en la familia, resulta
importante tomar en consideracion que existe una marcada variabilidad en la expresion de
la DMC2C, tanto intrafamiliar como entre una familia y otra (Ben Hamida et al., 1996).
Esta variacién en parte puede explicarse por el tipo de mutaciones que se presentan. La
mayoria corresponden a deleciones o inserciones que alteran el marco de lectura del gen y
que conducen a falta de sintesis o a la produccion de una proteina truncada; esto se asocia
con un fenotipo grave, como lo que se observa con una de las mutaciones que mas
cominmente se presentan en el gen y sarcoglicano, la delta-5217T. Sin embargo se han
descrito otro tipo de mutaciones que originan manifestaciones leves de la enfermedad
(Nowak et al., 2000).

Se ha sugerido que aproximadamente 30% de los pacientes que tienen una
sarcoglicanopatia primaria presentan afeccion cardiaca (Melacint et al., 1999); por lo que
llama la atencién que en este paciente no se han presentado manifestaciones de
cardiomiopatia asociada, pues ¢l sarcoglicano y normalmente se expresa en el musculo
cardiaco (Calvo et al., 2000). Sin embargo, hay casos en los que no se detectan datos de
disfuncién cardiaca debido a que la afeccion puede no ser grave o presentarse como una

condicién subclinica. como se reporta en un estudio de 13 pacientes con mutaciones en los
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‘s:arcy:o‘glic>anos: o, B y v en quienes se evalud la funcion cardiaca; ¢n estos casos se sugicre

'ryque la ausencia de cardiomiopatia pudiera deberse a que la expresion de los sarcoglicanos
sea menor en corazén que en el musculo esquelético o a que el sarcolema es menos
inestable en el miocardio, debido a la distribucién diferente de las fuerzas generadas por
contracciéon del miocardio comparadas con las del musculo esquelético (Melacini et al.,
1999).

Es recomendable que en este paciente se haga un seguimiento a largo plazo,
principalmente por tratarse de un paciente joven con manifestaciones clinicas graves, para
evaluar su progresion y monitorizar la funcién cardiaca, especialmente en etapas mds
avanzadas de la enfermedad.

Resultard de suma importancia ¢l estudio de este paciente con metodologias que permitan
identificar la mutaciéon responsable, lo cual sera un paso determinante para la
caracterizacion del espectro mutacional de los genes sarcoglicano en pacientes mexicanos.

Respecto al paciente PS5, el estudio de fluorescencia reveld ausencia en o inmunotineion de
la proteina laminina, con tincién normal para las proteinas del complejo sarcoglicano y
distrofina; sin embargo, las caracteristicas de la fluorescencia observadas en las imagenes
captadas corresponden a fibras pequefias y escasas, aunque con tincion regularmente
distribuida sobre la membrana. Existen reportes de que la inmunotinciéon de merosina en
estos casos puede ser variable, y generalmente correlaciona con la gravedad de las
manifestaciones; es decir, la deficiencia parcial de merosina se asocia con fenotipo menos
grave a diferencia de lo que ocurre cuando hay ausencia total de la proteina (Sewry et al.,

2000).
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Al correlacionar los datos inmunohistoquimicos observados con la presentacion
clinica, se determind que el diagnostico corresponde a una forma congénita de distrofia
muscular, ocasionada por ausencia de merosina (laminina). Esta condicion produce una
afeccion neuromuscular grave, caracterizada por hipotonia, debilidad y contracturas
musculares que se¢ manifiestan desde el nacimiento o dentro de los primeros meses de vida
(Parano et al,, 1995; Naom et al., 2000); cstas caracteristicas correspondieron a las
presentadas por este paciente. Asi mismo, los datos obtenidos mediante el anilisis del arbol
genealdgico de la familia, concuerdan con ¢! modelo de herencia autosomico recesivo
descrito en estos casos, apoyado principalmente por ¢l hecho de que el paciente es
descendiente de padres sanos que provienen de un matrimonio consanguinco. aunado al
antecedente de haber tenido un primer hijo afectado con un cuadro clinico similar.

Debido a que la merosina muestra una expresion primaria en el masculo estriado y
en las células de Schwann, ademas de las manifestaciones musculares pueden encontrarse
hallazgos especificos en ¢l sistema nervioso central que se hacen evidentes mediante
estudios de imagen (tomografia axial computarizada ¢ imagen de resonancia magnética);
estos consisten principalmente en alteraciones de mielinizacion en la sustancia blanca
(Parano et al., 1995; Mahjnch et al.. 1999). Dados los hallazgos en los estudios de imagen
comentados previamente para este paciente, podemos considerar en forma general que
corresponde a un caso clisico de distrofia muscular congénita.

Resulta relevante que en este paciente se havan presentado alteraciones cardiacas
principalmente aquellas relacionadas con la funcion miocardica (dilatacion ¢ hipertrofia del
ventriculo izquierdo), dado que se considera un hallazgo que no es frecuentemente

reportado en la literatura ¢n este tipo de distrofia muscular.
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En elb caso del! paciente 12, se manifiesta un cuadro sugerente de DMB, pues
presenta curso clinico menos grave y lento; hasta la edad actual del paciente, que es de 15
“afios, no hay pérdida de la capacidad ambulatoria, siendo ¢ste uno de los criterios clinicos
que hacen posible diferenciar la DMB de la DMD. El estudio de inmunofluorescencia
muestra gran correlacion y especificidad con ¢l cuadro clinico del paciente, pues la
inmunotincién para distrofina muestra fibras musculares con disminuicién de la
fluorescencia en comparacion con el musculo normal utilizado como control positivo; la
expresion de las proteinas del complejo sarcoglicano y laminina se consideran normales.

La diferencia en la tincién observada entre los casos de DMD y DMB se explica por
la naturaleza de las mutaciones; es decir, aquellas que rompen el marco de lectura del gen
determinan la ausencia de la proteina; mientras que las que lo mantienen, producen una
proteina truncada parcialmente funcional, la cual preserva el extremo carboxilo terminal.
Esto explica las diferencias clinicas y de inmunofluorescencia entre las dos entidades y la
variabilidad observada en los casos de DMB (Sewry, 2000).

Tomando en cuenta que ¢l caso de este paciente se presenta por primera vez en la
familia, por ¢! momento no es posible distinguir si corresponde a una mutacion de novo o a
la transmisién por la madre portadora sin antecedentes; sin embargo, dados los hallazgos
observados resultara conveniente realizar estudios bioquimicos y moleculares, tanto en la
madre como e¢n el paciente, con fines de asesoramiento genético.

Otro caso que resulta interesante, es el del paciente 33, cuya inmunofluorescencia
muestra ausencia total de distrofina. hallazgo compatible con el diagnostico de DMD. Sin
embargo, la fluorescencia marcada con ¢l anticuerpo para DYS-2, muestra dos fibras
musculares centrales con expresion normal de distrofina, consideradas como  tibras

revertantes.
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.. -La expresién de distrofina en las fibras revertantes se origina por restauracion del
_ marco dé' lectura, en ocasiones debido a procesamientos alternativos del gen. El numero de
 fibras reveriantes que se pueden encontrar en una biopsia es variable: algunas veces puede
" no haber ninguna, o como cn este caso haber solo algunas aisladas, aunque ¢en otros casos
pueden detectarse en grupos. Se considera que ¢l nimero de fibras revertantes encontradas
no tiene correlacién con la gravedad con la que se presenta ¢l cuadro clinico (Sewry, 2000).
En relacién al resto de los pacientes estudiados ¢n quienes no se encontraron anormalidades
de inmunofluorescencia, no podemos excluir la posibilidad de distrotia muscular, si se
toma en consideraciéon que se utilizaron anticuerpos para identificar seis diferentes
proteinas relacionadas con distrofia muscular, siendo que actualmente se han reconocido 13
tipos diferentes de distrofia muscular de cinturas autosdmicas recesivas, ademas de las
formas autosémicas dominantes y las ya ampliamente conocidas DMD y DMB (ligadas al
cromosoma X). Dentro de estos grupos hay una gran diversidad de mecanismos
involucrados en la fisiopatologia muscular, no sélo relacionados al defecto primario del
gen, sino a otros factores tanto genéticos como ambicntales, que pueden influir en los
efectos de una mutacion (Bushby, 1999).

A medida que se incrementa el nimero de genes y proteinas implicadas con
distrofia muscular, s¢ hace mas complejo efectuar el diagnostico partiendo anicamente del
cuadro clinico. Por lo tanto, las estrategias de investigacion basadas en la identiticacion de
proteinas, como lo es método de inmunofluorescencia, constituyen una herramienta atil,
pues actualmente estan disponibles una gran cantidad de anticuerpos, que incrementan la

posibilidad de determinar un diagndstico preciso en éstos pacientes,

TESIS CON 51
FALLA DE ORIGEN




9. CONCLUSIONES

En el presente trabajo se estudiaron 33 pacientes con cuadro clinico compatible con
distrofia muscular. Para su seleccion se incluyeron los datos de las manifestaciones
clinicas, asi como de los estudios paraclinicos y bioquimicos tales como niveles séricos de
CPK elevados, elcctronﬁograﬁa compatible con patron miopatico y alteraciones
histopatolégicas sugerentes de un proceso distrofico en las tibras musculares.

Con el objetivo de determinar si en estos pacientes se presentan deficiencias de
algunas de las proteinas del complejo distrofina glicoproteinas (especificamente distrofina,
sarcoglicanos y laminina) se efectud un analisis de inmunofluorescencia indirecta en
biopsias musculares.

Se tomaron biopsias de musculo cuadriceps o deltoides y se hicieron criosecciones; se
dirigieron anticuerpos monoclonales contra las proteinas del CDG:

e Distrofina (DYS2: extremo carboxilo y DYS3: extremo amino terminal).

. Sarcogl_icanos (a, B, yy?d)

e Laminina.

De los pacientes analizados, se identificaron deficiencias de las proteinas del CDG en
cuatro casos. Se encontraron dos pacientes con distrofinopatias, uno de cellos muestra
deficiencia severa de distrofina, cuyo diagnostico correlaciona con una DMD: el otro caso
corresponde a un paciente con deficiencia parcial de distrofina. lo que indica un diagnéstico

compatible con DMB. En otro caso sc¢ identifico ausencia de fuminina en la fibras
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muséma’rjes‘,\ Viﬁdicando en este paciente, tanto por el estudio de inmunofluorescencia como
'pdr" llosv(blatos clinicos, una distrofia muscular congénita por deficiencia de merosina
(léminina). Finalmente, hubo un paciente mis en quien se establecid el diagnostico de
v sarcoglicanopalia vy (DMC2C), que en forma alterna produce deficiencia secundaria del
resto de los integrantes del complejo sarcoglicano (8 y 6 SG).

Haciendo un andlisis de los resultados obtenidos podemos concluir que, de manera
similar a lo reportado en la literatura, encontramos un mayor nimero de casos con
DMD/DMB, mientras que los casos de distrofia muscular de cinturas y distrofia muscular
congénita se presentaron con menos frecuencia en nuestros pacientes estudiados. En tales
casos ¢l diagnostico mediante inmunofluorescencia indirecta constituye una herramienta
util para establecer un diagndstico mas certero en pacientes con distrofias musculares.

Ademas, con los datos obtenidos sera posible dirigir la bisqueda de mutaciones en los
genes responsables de las distrofias musculares en estos pacientes. mediante técnicas de

biologfa molecular.
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ANEXO 1

Arboles gencaldgicos e imigenes de inmunofluorescencia
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Delta SG

Figura 10. A. Arbol genealégico del paciente 1. Se trata de un paciente masculino de 9 afios
de edad, que se presenta como caso tnico en la familia. B. Imagen de inmunofluorescencia
del paciente 1. Se observa tincion normal de las proteinas estudiadas. SG: sarcoglicano.
DYS-2: distrofina extremo carboxilo.  DYS-3: distrofina extremo amino. L.am: laminina.
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Delta SG

Figura 11. A. Arbol genealégico del paciente 2. Se trata de un paciente masculino de 24 afios
de edad, con antecedente dos hermanos afectados con distrofia muscular. B, Imagen de
inmunofluorescencia del paciente 2. Se observa tincion normal de las proteinas estudiadas.
SG: sarcoglicano. DYS-2: distrofina extremo carboxilo.  DYS-3: distrofina extremo amino.
Lam: laminina.
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. Distrofia muscular

Figura 12. A. Arbol genealdgico del paciente 3. Corresponde a un paciente masculino de 30 afios
de edad, se presenta como caso tnico en la familia. No se muestra la imagen de inmunofluorescencia
ya que no se identificaron fibras musculares por inmunotineion debido al proceso distréfico avanzado.
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Delta SG

Figura 13. A. Arbol genealégico del paciente 6. Se trata de un paciente masculino de 29 afios

de edad. que se presenta como caso tnico en la familia. B. Imagen de inmunofluorescencia

del paciente 6. Se observa tincion normal de las proteinas estudiadas.  SG: sarcoglicano.
DYS-2: distrofina extremo carboxilo.  DYS-3: distrofina extremo amino. Lam: laminina.
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Distrofia muscular

B.

Control

Alfa SG

Beta SG

Figura 14. A. Arbol gencalogico del paciente 7. Se trata de un paciente masculino de 35 aflos
de edad, con antecedente de un hermano afectado con distrofia muscular. B, Imagen de
inmunofluorescencia del paciente 7. Sc observa tincion normal de las proteinas estudiadas.
SG: sarcoglicano. DYS-2: distrofina extremo carboxilo.  DYS-3: distrofina extremo amino .
Lam: laminina.
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[]]I] Probable enfermedad neuromuscular.
‘ Distrofia muscular.

B. . Control
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Alfa SG DYS 2

Beta SG DYS3
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Delta SGE

Figura 15. A. Arbol genealogico del paciente 8. Se trata de una paciente femenina de 8 afios

de edad con distrofia muscular;  existe el antecedente familiar de un tio materno en 2* grado
afectado con una entermedad neuromuscutar no especificada. B. Imagen de inmunofluorescencia
del paciente 8. Sc observa tineion normal de las proteinas estudiadas.SG: sarcoglicano. DYS-2:
distrofina extremo carboxilo. DYS-3: distrofina extremo amino. Lam: laminina.

60

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN




. - O

30 29

" O m O

11 9 8

- Distrofia muscular f

Figura 16. A. Arbol genealégico del paciente 9. Corresponde a un paciente masculino de 9 afios
de edad, se presenta como caso tnico en la familia. No se muestra la imagen de inmunofluorescencia
ya que no se identificaron fibras musculares por inmunotincion debido al proceso distrofico avanzado.
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Figura 17. A. Arbol gencealégico del paciente 10. Se trata de un paciente masculino de 20 afos
de edad; se desconocen los antecedentes familiares y datos clinicos completos respecto al cuadro

de distrofia muscular.

B. Imagen de inmunofluorescencia del paciente 10. Se observa tincion

normal de las proteinas estudiadas. SG: sarcoglicano.DYS-2: distrofina extremo carboxilo.DYS-3:

distrofina extremo amino.
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Delta SG

Figura 18. A. Arbol genealogico del paciente 11, Se trata de un paciente masculino de 23
aios de edad, con antecedente de un hermano afectado con distrofia muscular. B.lmagen de
inmunofluorescencia del paciente 11, Se observa tincion normal de las proteinas estudiadas.
SG: sarcoglicano.DYS-2: distrofina extremo carboxilo. DYS-3: distrofina extremo amino. Lam:
laminina.

63

TESIS CON
FALLA DE QRIGEN




oo o

. Distrofia muscular f

B i“‘ ol

ontrol

Alfa SG DYS-2

Beta SG DYS-3

Gama SG Lam

Delta SG 4

Figura 19. A, Arbol genealégico del paciente 13, Se trata de un paciente masculino de 14
aflos de edad, identificado como caso unico en la familia. B.Imagen de inmunofluorescencia
del paciente 13.  Se observa tincion normal de las proteinas estudiadas.  SG: sarcoglicano.
DYS-2: distrofina extremo carboxilo. DYS-3: distrofina extremo amino. Lam: laminina.
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Alfa SG

Delta 8G

Figura 20. A. Arbol gencalogico del paciente 14, Se trata de un paciente masculino de 71 afios
de edad, identificado como un caso unico en la familia. B, Imagen de inmunofluorescencia
del paciente 14, Se observa tincion normal de las proteinas analizadas.  SG: sarcoglicano.

DY S-2: distrofina extremo carboxilo. DY S-3: distrofina extremo amino. Lam: laminina.
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Figura 21. A. Arbol gencalégico del paciente 15. Se trata de una paciente femenina de 34 afios de
edad; presenta el antecedente de un hermano varon con manifestaciones de distrofia muscular. No se
muestra la imagen de inmunofluorescencia ya que no se identificaron fibras musculares por el método
de inmunohistoquimica debido al proceso distrofico avanzado.
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- Distrofia muscular ‘

Figura 22. A. Arbol gencalégico del paciente 16. Corresponde a una paciente femenina de 9 aios
de edad, se presenta como caso tnico en la familia. No se muestra la imagen de inmunofluorescencia
ya que no se identificaron fibras musculares por inmunotincion debido al proceso distrofico avanzado.
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Figura 23. A. Arbol genealégico del paciente 17. Corresponde a un paciente masculino de 27 afios
de edad, se presenta como caso Unico en la familia. No se muestra la imagen de inmunofluorescencia
ya que no se identificaron fibras musculares por inmunotincion debido al proceso distrofico avanzado.
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Figura 24. A.Arbol genealogico del paciente 18. Sc trata de un paciente masculino de 45 ailos
de edad:  no se especitican los antecedentes familiares debido a que no se pudo integrar la
historia clinica completa. B. Imagen de inmunofluorescencia del paciente 18. Sc observa
tincion normal de las proteinas analizadas.  SG: sarcoglicano.  DYS-2: Distrofina extremo
carboxilo. DYS-3: distrofina extremo amino. Lam: laminina.
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Figura 25. A. Arbol gencalégico del paciente 19.  Se trata de un paciente masculino de 15 aflos de
edad, identificado como un caso tnico c¢n la familia. No se muestra la imagen de inmunofluorescencia
ya que no se identificaron fibras musculares por inmunotincion debido al proceso distréfico avanzado .
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Figura 26. A. Arbol genealogico del paciente 20, Se trata de una paciente femenina con
manifestaciones clinicas de distrofia muscular; los datos se muestran incompletos debido a
que no fue posible integrar su historia clinica completa.B. Imagen de inmunofluorescencia
del paciente 20. Se observa tincion normal de las proteinas estudiadas.  SG: sarcoglicano.
DYS-2: distrofina extremo carboxilo. DYS-3: distrofina extremo amino. Lam: laminina,
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Figura 27. A.Arbol genealégico del paciente 21. Se trata de un paciente masculino de 17 ajios
de edad, identificado como un caso tnico en la familia. B, Imagen de inmunofluorescencia
del paciente 21.  Sc observa tincion normal de las proteinas analizadas.  SG: sarcoglicano.
DYS-2: distrofina extremo carboxilo. DYS-3: distrofina extremo amino. Lam: laminina.
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Figura 28. A.Arbol genealogico del paciente 22. Se trata de una paciente femenina de 33 afios
de edad, identificado como un caso Gnico ¢n la familia. B. Imagen de inmunofluorescencia
del paciente 22, Se observa tincion normal de las proteinas analizadas.  SG: sarcoglicano.
DYS-2: distrofina extremo carboxilo. DYS-3: distrofina extremo amino. Lam: laminina.
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Figura 29. A.Arbol genealégico del paciente 23. Se trata de una paciente femenina de 23 afios
de edad, identificado como un caso tnico en la famihia.  B. Imagen de inmunofluorescencia
del paciente 23, Se observa tincion normal de las proteinas analizadas.  SG: sarcoglicano.
DYS-2: distrofina extremo carboxilo. DYS-3: distrofina extremo amino. Lam: laminina.
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Figura 30. A.Arbol genealégico del paciente 24. Sc¢ trata de un paciente masculino de 32 afios
de edad, hijo de padres consanguineos. con antecedente de un hermano varén con un cuadro de
debilidad muscular similar.  B. Imagen de inmunofluorescenciadel paciente 24. Se observa
tincion normal de las proteinas analizadas. SG: sarcoglicano.DYS-2: distrofina extremo carboxilo.
DYS-3: distrofina extremo amino. Lam: laminina.
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Figura 31. A. Arbol genealégico del paciente 25, Se trata de un paciente masculino de 10
anos de edad. con antecedente de tres hermanos afectados con distrofia muscular.  B. Imagen
de inmunofluorescencia del paciente 25. Se observa tincion normal de las proteinas estudiadas.
SG: sarcoglicano. DYS-2: distrofina extremo carboxilo. DYS-3: distrofina extremo amino.
Lam: laminina. )
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Figura 32. A. Arbol genealégico del paciente 26. Se trata de un paciente masculino de 1
aio de edad; existe ¢l antecedente familiar de distrofia muscular en tres hermanos varones.
B. Imagen de inmunofluorescenciadel paciente 26.  Se observa tincion normal de las
proteinas analizadas.  SG: sarcoglicano.  DYS-2: distrofina extremo carboxilo. DYS-3:

distrofina extremo amino. Lam: laminina.
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Figura 33. A. Arbol genealégico del paciente 27. Se trata de un paciente masculino de 43 afios
de edad; no se presentan todos los datos familiares, pues no se pudo integrar su historia clinica
completa. B. Imagen de inmunofluorescencia del paciente 27. Se observa tincion normal de las
proteinas estudiadas. SG: sarcoglicano. DYS-2: distrofina extremo carboxilo. DYS-3: distrofina
extremo amino.
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Figura 34. A. Arbol gencalégico del paciente 28. Se trata de una paciente femenina de 3 afios
de edad. que se presenta como caso Gnico en la familia. B. lmagen de inmunofluorescencia

del paciente 28.  Sc observa tincion normal de las proteinas estudiadas. SG: sarcoglicano.

DYS-2: distrofina extremo carboxilo. DYS-3: distrofina extremo amino. Lam: laminina.
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Figura 35. A. Arbol genealégico del paciente 29,  Se trata de un paciente masculino de 6
aios de edad, tdentificado como caso dnico en la familia. B.Imagen de inmunofluorescencia
del paciente 29, Se observa tincion normal de las proteinas estudiadas.  SG: sarcoglicano.
DYS-2: distrofina extremo carboxilo. DYS-3: distrofina extremo amino. Lam: laminina.
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Figura 36. A. Arbol genealégico del paciente 30.  Se trata de una paciente femenina de 22
aios de edad. identificado como caso unico en la familia. B.Imagen de inmunofluorescencia
del paciente 30. Se observa tincidén normal de las proteinas estudiadas.  SG: sarcoglicano.
DYS-2: distrofina extremo carboxilo. DYS-3: distrofina extremo amino. LLam: laminina.

81




45 43

" @D O OOmMOO

f
- . Distrofia muscular

B.
Alfa SG

Beta SG

Gama SG B2

Delta SG

Figura 37. A. Arbol gencalégico del paciente 31. Se trata de una paciente femenina de 29
afios de edad. con antecedente de un hermano afectado con distrofia muscular. B. Imagen de
inmunofluorescencia del paciente 31. Se observa tincion normal de las proteinas estudiadas.
SG: sarcoglicano. DYS-2: distrefina extremo carboxilo. DYS-3: distrofina extremo amino.

Lam: laminina.
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Figura 38. A. Arbol genealégico del paciente 32. Se trata de un paciente masculino de 4 afios
de edad, que se presenta como caso unico en la familia. B, Imagen de inmunofluorescencia
del paciente 32. Sc observa tincién normal de las proteinas estudiadas. SG: sarcoglicano.
DYS-2: distrofina extremo carboxilo. DYS-3: distrofina extremo amino. Lam: laminina.
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Anexo 2
CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

Las distrofias musculares son enfermedades que se caracterizan por debilidad muscular
que tiene caracter progresivo. En algunos pacientes tiene un curso clinico grave, en los
que la capacidad de caminar se pierde alrededor de los 10 afios. Existen muchos tipos
identificados, por lo que con frecuencia es dificil definir un diagnéstico con certeza
tomando en cuenta unicamente las manifestaciones clinicas.

Desde el punto de vista del material de la herencia estas enfermedades pueden ser
heterogéneas. El estudio inmunohistoquimico en biopsia de musculo permite identificar
con mayor precision el tipo de enfermedad que afecta al paciente y relacionar con una
forma de herencia especifica. Estos datos a su vez serin la base para proporcionar
informacion sobre la naturaleza genética de la entidad ¢ informar sobre riesgos de que
un futuro hijo presente el mismo padecimiento.

Me han sido explicados claramente los objetivos del estudio, los cuales no representan
ningun riesgo para la salud de mi hijo (a), ni de ninguno de los miecmbros de mi familia,
por lo cual estoy dispuesto a autorizar la realizacion de la biopsia muscular, aceptando
formar parte del proyecto de investigacion: “Estudio inmunohistoquimico de las
proteinas del complejo distrofina glicoproteina en pacientes con distrofias musculares™;
la informacion de los resultados obtenidos se harda a través del personal médico del
servicio de la consulta externa de Genética Mcédica.

Estoy consciente que la participacion en el estudio ¢s completamente voluntaria,
pudiendo elegir en cualquier momento del mismo abandonarlo, sin que ello sea motivo
de estar sujctos a represalias en cuanto a la atencion médica que mi hijo (a). o el resto
de mi familia requicra.

NOMBRE DEL PACIENTE:

NOMBRE DE LA MADRE:

NOMBRE DEL PADRE:

FIRMA DE LA PERSONA LEGALMENTE RESPONSABLE DEL PACIENTE
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Anexo 3
HOJA DE CAPTACION DE DATOS

Npmbre:

No dekcédula:

Sexo: Edad:

Domicilio:

Teléfono:

Edad de la madre: Edad del padre:

Consanguinidad: Endogamia:

Otros familiares afectados:

Edad de inicio de los primeros signos:

Afeccion inicial: cintura pélvica cintura escapular

Tiempo de extension de signos:

Con afeccién a:

Valoracidn cardioldgica:

A la fecha de estudio: marcha independiente uso de silla de ruedas

Inicio y evolucidn similar a DMD:

Enzimas:

Datos de EMG:

Datos dc biopsia muscular:

Estudio inmunohistoquimico:
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