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RESUMEN 
 

Las distrofias musculares son un grupo muy heterogéneo de enfermedades hereditarias que 

se caracterizan principalmente por el deterioro y debilidad progresiva de los músculos. La 

edad de inicio de estas enfermedades van desde el nacimiento hasta la edad adulta siendo 

en la mayoría de los casos letales antes de la cuarta década de vida. Estos trastornos se 

presentan por el defecto en los genes que codifican para diferentes proteínas entre ellas las 

del complejo de glicoproteínas asociadas a distrofina (DGC).  

Dado a la gran variabilidad clínica inter e intrafamiliar que presentan los pacientes, ha sido 

muy difícil clasificar a las distrofias musculares en base sólo a las características clínicas 

que presentan, debido a esto y al gran número de genes relacionados con esta patología, es 

necesario hacer un diagnóstico correcto que nos permita identificar la causa primaria de la 

enfermedad. Actualmente, las técnicas empleadas en la genética y la biología molecular nos 

han permitido clasificar de una manera más certera  a las distrofias musculares de acuerdo a 

la etiología  de las mismas. 

Debido a lo anterior, en este trabajo, se llevó a cabo el análisis por inmunofluorescencia 

indirecta de 11 proteínas asociadas y no asociadas al DGC (distrofina, disferlina, 

sarcoglicanos: α, β, γ y δ, caveolina-3, merosina, teletonina, emerina NH3 y lamina A/C) en 

31 biopsias musculares de pacientes con un cuadro clínico distrófico. Los resultados 

muestran que la principal causa de distrofia muscular es la deficiencia  de la proteína 

distrofina (31.25%), seguida por disferlina (25.8%) y α-SG (3.22%). Así mismo, se realizó la 

técnica de Western blot en pacientes deficientes por inmunofluorescencia de disferlina la 

cual fue la principal causa de distrofia muscular de cinturas.  

 

 

 

 i
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1.- INTRODUCCIÓN 
 
1.1- GENERALIDADES 

 

Las distrofias musculares son enfermedades hereditarias que se caracterizan 

principalmente por el deterioro y debilidad progresiva de los músculos así como 

también por procesos de necrosis-regeneración de las fibras musculares, núcleos 

centrales y por el reemplazo del músculo por tejido conectivo y adiposo. Estos 

trastornos se diferencian entre sí, por el modo de herencia (ligada al cromosóma X, 

a genes autosómicos dominantes y autosómicos recesivos), por la edad en que 

aparecen los síntomas, por los tipos de síntomas que se desarrollan y por la 

distribución de los grupos musculares afectados.  Dado a lo anterior y a la gran 

variabilidad clínica inter e intrafamiliar que se presentan en los pacientes, ha sido 

muy difícil la clasificación de las distrofias musculares, no obstante de que en los 

últimos 10 años se ha incrementado el número de genes involucrados con estas 

patologías sumando a más de 30 el número de proteínas relacionadas con las 

distrofias musculares (Tabla 1). 

 

Clínicamente las distrofias musculares se clasifican en distrofinopatías 

(Duchenne/Becker) (DMD/B), distrofia facioescapulohumeral (DFEH), distrofias de 

cinturas (LGMD), distrofia de Emery-Dreifuss (DMED), distrofias musculares 

congénitas (DMC), distrofia distal y  distrofias oculofaríngeas. (Emery, 2002). (Figura 

1). 

 



 3

 
Figura 1. Grupo de músculos afectados en las diferentes distrofias musculares. A) 
DMD/B, B) Distrofia muscular tipo Emery-Dreifuss, C) LGMD, D) Distrofia muscular 
facioescapulohumeral, E) Distrófia muscular distal y F) Distrofia muscular 
oculofaríngea. (Emery, 2002). 
 

El descubrimiento del gen que codifica para la distrofina (Koenig, 1987) y la 

identificación de la misma fué el primer paso para comenzar a entender la 

patogénesis de las distrofias musculares desde un punto de vista molecular. En 

consecuencia, durante el proceso de análisis de la distrofina para comprender  su 

función en el músculo esquelético y sobre todo en la membrana celular, se 

descubrieron una serie de proteínas subsarcolemales, transmembranales y de la 

matriz extracelular  que al igual que distrofina, su ausencia o disminución, provocan 

diversos tipos de distrofia muscular  (Matsumura et al. 1993 and Angelini et al, 

1999). 
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Aunado a lo anterior, existe un complejo de glicoproteínas asociado a distrofina 

(DGC) en donde alteraciones en alguno de sus componentes generan 

principalmente distrofias musculares de tipo  Duchenne/Becker,  de cinturas y 

congénitas (Figura 2). El DGC está formado por  la interacción de diversas  

proteínas unidas íntimamente con distrofina en el sarcolema celular  del músculo 

esquelético, cardiaco y liso (Campbell, 1995;Straub et al., 1999; Yoshida and 

Ozawa, 1990).  

 

De acuerdo a las características bioquímicas, el DGC se subdivide en tres  

subcomplejos (Campbell, 1995) (Figura 2). El primer subcomplejo se ubica por 

debajo del sarcolema (subsarcolemal) y  esta formado por la distrofina, las 

sintrofinas α, β1 ,β2, γ1, γ2, la α- distrobrevina y la sintetasa de ácido nítrico neural 

(nNOS). Tanto las sintrofinas como las distrobrevinas están unidas al extremo 

carboxilo terminal de la distrofina o su homologo autosómico, la utrofina.  El segundo 

subcomplejo en el DGC esta compuesto por α-distroglicano (α-DG) y β-distroglicano 

(β-DG). α-distroglicano se une a α-2-laminina (merosina) en la matriz extracelular 

mientras que β-distroglicano, que es una proteína transmembranal, se une a la 

distrofina/utrofina a nivel intracelular. Recientemente se han encontrado diversos 

trastornos con un fenotipo DMC relacionados con una deficiencia en la glicosilación 

de α-DG  (Costanza, 2005), esto se debe a una deficiencia en la actividad de la 

enzima que glicosila a α-DG (Aruto, 2001). Esta enzima es codificada por el gen 

FKRP que codifica para  la proteína Fukutina (Fukuyama et al. 1981 and Hayashi et 

al. 2001). El tercer subcomplejo del DGC denominado sarcoglicano-sarcospán (SG-

SSPN) esta formado por un grupo de proteínas transmembranales  llamadas 

sarcoglicanos (SG) (α / ε, β,  γ, δ y ζ) y la proteína  sarcospán.  
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Figura 2. Localización celular de algunas proteínas asociadas con distrofia muscular. 
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Una de las primeras funciones que se le adjudico al DGC fue la de conferir 

estabilidad a la fibra muscular   y una conexión entre la matriz extracelular y el 

citoesqueleto intracelular (Ervasti, 1993). Actualmente, son varias las funciones que 

se les han asignado al DGC, existe evidencia de que éste es un importante complejo 

transmembranal de señalización  debido a que cada vez se encuentran más 

moléculas relacionadas en procesos de señalización que interaccionan con este 

complejo (Ort et al, 2000 and Yang et al, 1995), por otro lado se ha encontrado una 

estrecha analogía entre el DGC y otros complejos involucrados en vías de 

señalización tales como el complejo de integrinas en la membrana celular y el 

complejo de caveolina-3 en la caveola. Cuando hay disrupción en cualquiera de 

estos complejos se genera una interrupción en las  vías de señalización donde se 

sugiere existe un mecanismo común de patogénesis que lleva a la muerte celular 

por defecto de cualquiera de los dos complejos (Hynes 1992; Okamoto et al, 1998 

and Smart et al, 1999). Aunado a esto, se han detectado grupos de cisterna 

característicos en moléculas receptoras sobre la estructura de los SG (Matsumura et 

al, 1999), en el caso especial de α SG  se ha sugerido que presenta una actividad 

ecto-ATPasa  dependiente de Ca2+ y Mg2+  que regula la concentración de ATP 

extracelular modulando así la activad del receptor P2X purinérgico que funciona 

como un canal de cationes inespecíficos (Betto et al, 1999.; Dorianna et. al, 2004).  

 

Existen otras proteínas no relacionadas con el DGC que generan distrofia muscular 

tales como disferlina y caveolina-3 que son proteínas transmembranales; teletonina 

que se encuentra en el sarcómero; lamina A/C y emerina que se encuentran en el 

núcleo. En la actualidad se han reportado más de 30 proteínas relacionadas con 

distrofia muscular (Tabla 1). 
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TABLA 1. Clasificación genética de las distrofias musculares 
 

TIPO DE DISTROFIA MODO 
DE HERENCIA LOCUS PRODUCTO  

DEL GEN 

Distrofia muscular ligada al X    

        Duchenne/Becker XR Xp21 Distrofina 

        Emery-Dreifuss XR Xq28 Emerina 
        Emery-Dreifuss AD 1q11 Lamina A/C 
Distrofias musculares de cinturas    
    Autosómicas dominantes      

        LGMD 1  A AD 5q22-q34  

        LGMD 1  B AD 1q1-21 Lamina A/C 
        LGMD 1  C AD 3p25 Caveolina-3 
        LGMD 1  D AD 6q22  

        LGMD 1  E AD 7  
    Autonómicas recesivas    

        LGMD 2  A AR 15q15 Calpaina-3 
        LGMD 2  B AR 2p13 Disferlina 

        LGMD 2  C  AR 13q12 γ-Sarcoglicano 

        LGMD 2  D AR 17q12-q21      α-Sarcoglicano 

        LGMD 2  E AR 4q12 β-Sarcoglicano 

        LGMD 2  F AR 5q33-q34 δ-Sarcoglicano 

        LGMD 2  G AR 17q11-q12 Teletonina (TCAP) 

        LGMD 2 H AR 9q3-q34  

Distrofia muscular distal    
        Miopatía de Miyoshi AR 2p13 Disferlina 
        Distrofia tibial muscular AD 2q31 Titina 

Distrofias musculares congénitas    

        Clásica o pura CMD AR 6q22 Laminina α-2 
        Fukuyama CMD AR 12q31-q33      Fukutina 

        Miopatía congénita integrina α7 AR 12q13 Integrina α7 

        Espina rigida CMD AR 1p35-36  

        Enfermedad músculo-ojo-cerobro AR 1p32-p34  

Otras formas de distrofia muscular    

        Miopatía Bethelem AD 21q22 Colagena VI α 1 

 AD 21q22 Colagena VI α 2 

 AD 2q37 Colageno VI α 3 
        Epidermis bulosa y MD AR 8q24-qter Plectina 
        Distrofia muscular oculofaríngea AD 14q11.2-q13 Proteína unida a poli A  

        Distrofia muscular facioescapulohumeral AD 4q35  

        Distrofia miotonica AD 19q13 Proteinasa Miotonica 

(AD) autosómica dominante; (AR) autosómica recesiva; (LGMD) distrofias musculares de 
cintura; (XR) recesiva unida al cromosoma X. (Modificado de Cohn  et al., 2000). 
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1.2- DISTROFINOPATÍAS 

 

Las distrofinopatías son causadas por el defecto en el gen recesivo ubicado en Xp21  

que codifica para la proteína distrofina y que  incluye fundamentalmente las  DMD/B. 

El gen puede presentar deleciones, duplicaciones o mutaciones puntuales y la 

gravedad del fenotipo depende principalmente del sitio de la mutación mas que de 

su tamaño (Emery, 1991). Se tiene reportado que el 65 % de los pacientes 

presentan deleciones, otro 5% duplicaciones y un 30 % presenta mutaciones 

puntuales (Hu et al, 1990 and Roberts et al, 1994)..  

 

El gen de la distrofina mide 2.4 Mb de ADN y es el más grande del genoma humano 

(Hoffman et al., 1987; den Dunnen et al., 1989, 1992; Nobile and Marchi 1994) y 

contiene 79 exones que producen un RNAm de 14 Kb que codifica para una proteína 

de 3685 aminoácidos con un peso de 427 Kd (Koening et al, 1987; Den Dunnen et 

al, 1989; Tennyson et al, 1995).  

 

De los dos tipos de distrofia que se  presentan por  mutaciones en  este gen, la DMD  

es  la más  severa y tiene una frecuencia que va de 1 en 3 500 a 1 en        4 000 

varones nacidos vivos (Werneck and Bonilla, 1990; van Essen et al., 1992;  Engel et 

al., 1994). Esta comienza entre los 2 y los 4 años de vida con retrazo motor en el 40 

% de los pacientes, el 30 % presenta marcha anormal y un 8 % trastornos del 

lenguaje y el habla, el 20% presenta un IQ menor a 70 y la distrofina se encuentra 

en cantidades menores al 3% en relación a una expresión normal. Los signos 

característicos son debilidad de cinturas, hipertrofia o pseudohipertrofia gemelar, 

debilidad de los flexores del cuello, retracción aquiliana, escoliosis, signo de Gowers 
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positivo (maniobra de pararse trepados sobre si mismos) y pérdida de la ambulación 

antes de los 13 años. La muerte se debe principalmente al fallo respiratorio o 

cardiaco en la segunda década de vida.  

 

En la DMB la distribución de la pérdida y debilidad muscular  es muy similar a lo que 

pasa en DMD pero la evolución de los síntomas es más lenta. La DMB tiene una 

frecuencia de 1 en 18 500 varones nacidos vivos (Bushby, 1991). La distrofina se 

expresa de un 10 al 40 % en relación a su expresión normal o se produce una 

proteína parcialmente funcional de un tamaño más pequeño (Hoffman et al. 1988; 

Nicholson et al.1990). En las DMB, los síntomas empiezan alrededor de los 12 años, 

la pérdida de la ambulación se da después de los 16, generalmente los pacientes 

mueren en la cuarta o quinta década de vida debido a miocardipatías. En algunos 

casos se presenta retraso mental. Tanto en DMD y DMB se presentan niveles altos 

de CPK (Creatinin fosfocinasa) lo que orienta al diagnóstico. 

 

Entre el 5 y el 10 % de las mujeres portadoras muestran cierto grado de debilidad 

muscular proximal e hipertrófia de gemelos y se evidencia más comúnmente en la 

adolescencia (Bieber, 1990). 

 

1.3- DISTROFIAS MUSCULARES DE CINTURAS (LGMDs) 

 

En las distrofias musculares de cinturas (LGMDs) la debilidad muscular se presenta 

principalmente en los músculos proximales de las extremidades y la cintura 

escapular. Estas enfermedades se presentan por  el defecto de diversas proteínas 

sarcolemales y subsarcolemales, en  particular por mutaciones en los genes que 
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codifican para los sarcoglicanos (SG), disferlina, caveolina-3, teletonina, lamina A/C, 

emerina y calpaina-3. Actualmente se han descrito diversas proteínas asociadas a 

este tipo de distrofias por lo que se han dividido en distrofias de cinturas de herencia 

dominante (LGMD 1)  y distrofias de cinturas de herencia recesiva (LGMD 2). 

 

1.3.1- Sarcoglicanopatías 

Representan del 20 -25 % de las LGMD y constituyen el 40-50 % de los casos 

graves (Colomer, 1999). La edad promedio de inicio va de los 6-8 años aunque 

puede varias y se caracterizan por un fenotipo similar al de Duchenne con hipertrofia 

de las pantorrillas y debilidad proximal, pero con mayor atrofia de los músculos de la 

cintura escapular (Urtasun et al, 1998. Angelini et al, 1999. Politano et al, 2001). El 

cuadro clínico es generalmente grave, con  progresión y perdida de la marcha en la 

segunda década de vida aunque puede ocurrir antes. En las sarcoglicanopatías, la 

ausencia de un SG lleva a alteraciones de la permeabilidad de la membrana y por 

ende a la muerte celular, ambos procesos son característicos en las distrofias 

musculares. 

 

  Las proteínas que conforman el subcomplejo de sarcoglicanos son 6: α, β, γ, δ, ε y 

ζ  SG con un peso molecular de 50, 43, 35, 35, 50 y 33 Kd respectivamente (Etinger 

et al., 1997; Straub et al., 1999).  α, β, γ y δ SG forman un subcomplejo en músculo 

esquelético y cardiaco principalmente y su deficiencia  generan las LGMD de tipo 

2D, 2E, 2C y 2F respectivamente. Existe un complejo alternativo en el músculo 

estriado, en el cual ε SG reemplaza a α SG. Por otra parte los SG β, δ, ε y ζ  forman 

otro subcomplejo en el músculo liso vascular (VSM). Además del problema en 

músculo esquelético se ha observado que en muchos pacientes con deficiencia en 
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algún SG también presentan cardimiopatía dilatada siendo ésta más frecuente en 

pacientes con deficiencia de β, γ y δ SG. Asimismo,  se ha encontrado necrosis 

isquémica en modelos de ratones deficiente de β, γ y δ SG (Coral-Vázquez et al, 

1999; Hack et al, 1998 and Durbeej et al, 2000) lo que sugiere un papel importante 

de estas proteínas en la función vascular.  

 

Se ha observado también que la mutación en uno de los SG desestabiliza el 

complejo y ocasiona la reducción o perdida secundaria de los otros SG (Mizuno et 

al, 1995) y de sarcospan (Duclos et al, 1998; Coral-Vazquez et al,1999).  

 

α SG fue la primer proteína estudiada del complejo,  es una proteína transmenbranal 

de tipo I con una secuencia señal amino terminal, un dominio señal transmembranal, 

dos sitios predictivos de glicosilación en el lado amino y un lado carboxilo terminal 

citoplasmático. La ausencia de α SG genera la LGMD 2D la cual no cursa con 

afecciones cardiacas, las mutaciones en α SG son las más frecuentes y las que 

originan fenotipos menos graves en los que se observan residuos la proteína 

(Eymard et al., 1997). Los reportes de cardiomiopatías en pacientes deficientes de α 

SG son raros lo que sugiere que su función en músculo esquelético y músculo 

cardiaco es diferente.  Por otro lado, el RNAm de α SG es abundante en músculo 

esquelético, se encuentra también en bajos niveles en músculo cardiaco y pulmón. 

El RNAm presente en músculo cardiaco es más corto que el de músculo esquelético 

y carece de la secuencia base que codifica para el dominio transmenbranal,  por 

ende, la baja expresión de α SG en el músculo cardiaco puede explicar  la baja 

disfunción cardiaca que presentan algunos pacientes con LGMD 2D.  
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β SG es una proteína transmembranal de tipo II, la secuencia primaria revela que 

posee un dominio señal transmembranal y tres sitios predictivos de glicosilación por 

el lado amino, contiene el lado amino terminal a nivel intracelular con regiones 

hidrofóbicas. β SG se expresada en músculo esquelético, cardiaco y liso, su RNAm 

se puede encontrar en otros tejidos incluyendo cerebro (Fougerousse et al., 1998). 

Las mutaciones en β SG afectan la membrana celular observándose cierta relación 

con una forma severa de distrofia muscular.  

 

El RNAm de γ  SG se ha encontrado en músculo esquelético y cardiaco 

exclusivamente. Es una proteína transmembranal tipo II (Noguchi et al., 1995). El 

extremo carboxilo terminal  de γ  SG es homologo al de  β  y δ SG con subunidades 

conservadas de cisterna en una posición fija similar a los sitios de unión de proteínas 

ricos en cisterna (McNally et al., 1996b) Mutaciones en el lado carboxilo terminal que 

afectan los residuos conservados  de cisterna evitan el despliegue y ensamblaje de 

la proteína en el complejo (Piccolo et al., 1996) 

 

δ SG es expresado en músculo esquelético, corazón y en niveles bajos en músculo 

liso. Es una proteína transmembranal tipo II, con  γ  SG es 58 % homólogo a nivel de 

nucleótidos y 69 % similar a nivel de aminoácidos (Figura 3). Mediante un splice 

alternativo en el exón 8, aparece en otros sitios del músculo cardiaco y esquelético 

pero carece de residuos conservados de cisterna (Jung et al., 1996). 
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Figura 3. Comparación estructural entre α,  β,  γ , δ  y  ε  SG. (Hack, 2000) 

 

ε SG es una proteína transmembranal tipo I (Audrey J et al, 1997) parecida en un 62 

% a nivel de aminoácidos con α SG (Hack et al, 2000), presenta una secuencia 

señal amino terminal y un dominio transmembranal (Figura 3). Los dominios de 

residuos de cisteína son perfectamente conservados tanto en  α SG como en  ε 

SGG. El lado carboxilo terminal se encuentra a nivel citoplasmático. Presenta nueve 

exones al igual que  α SG. Se ha observado que ε SG disminuye su expresión en 

ratones mdx (deficientes de distrofina) (McNally et al., 1998), pero al parecer se 

mantiene su expresión en deficiencia primaria de α y γ  SG (Chan et al., 1998). Se 

ha observado que mutaciones en el gen de ε-sarcoglicano causa tortícolis y 

calambres, algunos pacientes muestran anormalidades psiquiatricas que incluyen 

ataques de pánico y desarrollan actitud obsesiva compulsiva (Zimprich et al, 2001). 

 

ζ  SG ha sido recientemente identificado y aún no se conoce mucho a cerca de él, se 

sabe que se expresa en músculo esquelético, cardiaco y liso vascular (Wheeler 



 14

2002) siendo un componente integral del complejo de sarcoglicanos por lo que se le 

atribuye un papel importante en la patogénesis de las distrofias musculares 

(Matthew et al, 2002). 

 

1.3.2- Disferlinopatías 

Las disferlinopatías expresan tres fenotipos distintos que se diferencian por la 

distribución de la debilidad, una presentación proximal (LGMD 2B), una distal 

posterior como la miopatía de Miyoshi (MM) y una miopatía de compartimento distal 

anterior (DMAT). La primera es menos severa con una aparición tardía en la 

segunda o tercera década de vida con una lenta progresión de la debilidad proximal 

de la cintura pélvica y de hombros (Kawabe et. al. 2004). La MM es la más común, la 

edad de inicio esta entre los 18  y 20 años de edad,  se caracteriza por la aparición 

temprana de la debilidad en los miembros posteriores de las extremidades 

(Anderson et. al, 1999). La DMAT se diferencia de la MM  por la rápida progresión 

de la debilidad en músculo anterior tibial (Illa et. al, 2001). Aunque disferlina también 

se expresa en cardiomiocitos, no se presenta disfunción cardiaca. 

 

Las disferlinopatías se presentan por un defecto del gen DYSF que codifica para la 

proteína disferlina. El gen de disferlina contiene 55 exones que abarcan 

aproximadamente 150 Kb de DNA genómico que codifican para una proteína de 237 

Kd.  Disferlina se expresa en músculo esquelético, en corazón y en riñón. Presenta 

un dominio C-terminal transmembranal y múltiples dominios C2 con sensores de 

calcio que modulan la fusión de membranas y el transporte de vesículas (Bashir et. 

al, 1998). En el músculo esquelético disferlina se localiza en el sarcolema y en 

vesículas citoplásmicas. Se sabe que disferlina participa en la reparación de la 
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membrana en el músculo esquelético. Recientes estudios sugieren (Dimple and 

Campbell, 2004) que la reparación de la membrana requiere de la acumulación y 

fusión de vesículas en el sitio del la disrupción en donde disferlina interactúa con 

otras proteínas como las anexinas A1 y A2, así como también con otras moléculas 

desconocidas todavía. Cave señalar que disferlina no es un componente integral del 

DGC, sin embargo se ha observado que en algunas LGMDs se altera su 

distribución, cuando su localización disminuye en membrana plasmática, aumenta 

en las vesículas citoplásmicas (Piccolo et. al, 2000) lo que sugiere una asociación 

funcional entre disferlina y el DGC. Se ha encontrado también una interacción 

directa de disferlina con caveolina-3 (Matsuda et al, 2001). 

 

1.3.3- Caveolinopatías 

Las caveolinapatías se presentan por mutaciones en el gen CAV3 que codifica para 

la proteína caveolina-3 y presentan un modo de herencia autosómica dominante, 

esta enfermedad se expresan en cuatro fenotipos diferentes, como distrofia 

muscular de cinturas tipo 1C (LGMD 1C), como enfermedad del músculo ondulado 

(RMD), como una miopatía distal (DM) y como una hiperCkhemia hidiopática (HCK) 

(Carbone et al, 2000).  

 

Caveolina-3 es una proteína músculo específico y forma parte del grupo de las 

caveolinas al cual pertenecen las proteínas caveolina 1 y 2. Las caveolinas son 

proteínas integrales de membrana y presentan un peso de 21-25 Kd. Caveolina -3 

se expresa músculo esquelético, diafragma y corazón (Tang et al 1996) mientras 

que caveolina 1 y 2 se expresan particularmente en  adipositos, fibroblastos,  

endotelio y células epiteliales (Scherer et al, 1997). Caveolina-3 esta asociada con el 
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complejo de distroglicanos específicamente con el dominio intracelular de β DG. 

Forma parte de las caveolas que son invaginaciones de la membrana plasmática 

que van de 50 a 100nm. Las caveolas participan en procesos de transporte de 

moléculas receptoras y en  procesos de transducción de señales (transporte de 

mensajeros secundarios) (Lisanti et al,1994). Caveolina-3 también organiza y 

concentra específicamente lípidos y proteínas dentro de los microdominios de la 

caveola (Engelman et al, 1998). 

 

1.3.4- Teletoninopatías 

Las teletoninopatías son originadas por un defecto en el gen que codifica para una 

proteína sarcomérica llamada teletonina, esta se localiza en las discos Z de los 

sarcómeros, los sarcómeros son la unidad de contracción del músculo esquelético y 

cardiaco. Las mutaciones en el gen de teletonina generan la distrofia muscular de 

cinturas tipo 2G (LGMD 2G) que se manifiesta clínicamente por una marcada atrofia 

y debilidad en la musculatura distal de las piernas incluyendo las cuatro 

extremidades proximales, las afecciones cardiacas sólo se observaron en la mitad 

de los miembros de una familia estudiados por Moreira y colaboradores en el 2000. 

La edad de inicio de los síntomas va de los 2 a los 15 años. 

 

Teletonina no es una proteína integral del DGC, tiene un peso de 19 Kd  y presenta 

un dominio carboxilo terminal que es fosforilado por la cinasa titina, se ha observado 

que la ausencia de teletonina no afecta la integridad del sarcómero y que tampoco 

se ve afectado el DGC por la ausencia de la misma (Mariz et al, 2002). 
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Distrofias musculares asociadas a proteínas de la membrana nuclear. 

 

1.3.5- Laminopatías 

Las laminopatías son enfermedades autosómicas dominantes y se originan por 

mutaciones en el gen LMNA que codifica para la proteína nuclear lamina A/C en 

donde su deficiencia origina dos fenotipos diferentes de distrofia muscular, uno de 

ellos se presenta como distrofia muscular de cinturas tipo 1B (LGMD 1B) y el otro 

con un fenotipo similar a la distrofia muscular de Emery-Dreifuss (AD-EDMD) (Bonne 

et al, 1999). El primer caso es una forma rara que presenta miocardiopatía dilatada 

con defectos en la conducción atrioventricular que normalmente se presentan al 

inicio de los síntomas musculares y se incrementan con la edad. En el segundo caso 

los pacientes presentan debilidad progresiva en los músculos que envuelven al 

húmero y el peroné, presentan también contracturas de tendones y arritmias 

cardiacas o cardiomiopatía. 

 

1.4- Emerinopatías 

Las mutaciones en el gen ubicado en la región Xq28 que codifica para la proteína 

emerina (Bione et al, 1994), generan la distrofia muscular de Emery-Dreifuss (X-

EDMD) que es una enfermedad recesiva ligada la cromosoma X  (Emery y Dreifuss, 

1966) clínicamente  idéntica a la AD-EDMD. 

 

La LGMD 1B y la AD-EDMD, clínicamente son muy parecidas con X-EDMD. Esa 

correlación clínica demuestra que lamina A/C, emerina  otras proteínas integrales de 

la membrana nuclear forman una red interna que dan soporte a la misma durante el 
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estrés causado por la contracción muscular (Sakaki et al, 2001. Stuurmann et al, 

1998).  

 

El cDNA de humano de emerina  abarca 2.1 kb , contiene 6 exones y codifica para 

una proteína de 34 Kd que presenta 254 aminoácidos ((Bione et al, 1995). 

 

DISTROFIAS MUSCULARES CONGÉNITAS 

 

1.5-Merosinopatías 

Las merosinopatías se presentan por la mutación en el gen que codifica para la 

proteína merosina (α-2-laminina), la deficiencia de esta proteína es responsable de 

la distrofia muscular congénita tipo 1A (MDC 1A) que representa mas de una tercera 

parte de las distrofias musculares congénitas (Dubowitz et al, 1995). Cerca del 50% 

de los pacientes con distrofia muscular congénita muestran ausencia total o parcial 

de merosina lo que genera una dramática alteración en la arquitectura molecular de 

la membrana celular (Helbling et al, 1995). 

 

La ausencia total de merosina causa una profunda hipotonía desde el nacimiento o 

en los primeros momentos de vida, en algunos casos suele presentarse retraso 

motor sólo con habilidad para sentarse  en los primeros 2 o 3 años de vida 

inhabilitándose su deambulación. Algunos niños presentan desmielinización 

periférica, probablemente por que merosina se expresa en las células de Schwann 

(Shorer et al, 1995). Más del 30 % de lo pacientes mueren en el primer año de vida 

por complicaciones cardiopulmonares. 
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Merosina es una proteína de matriz extracelular, la unión entre α-DG y la lamina 

basal en el músculo esquelético esta mediada por esta proteína, merosina se una al 

colágeno VI y a α-DG formando así un puente entre la matriz extracelular y el 

citoesqueleto de la célula (Campbell, 1995). 

 

2.- JUSTIFICACIÓN 

 

La gran variabilidad clínica y el número de genes involucrados en las distrofias 

musculares ha dificultado el diagnóstico correcto de estas enfermedades. La DMD/B 

ha sido la distrofia muscular más estudiada en todo el mundo. En México en 

particular, la mayoría de los estudios moleculares se habían enfocado en esta forma 

de distrofia muscular. Anteriormente en nuestro país no se contaba con un estudio 

clínico-molecular que permitiera el diagnóstico certero de estas enfermedades, 

actualmente, en el laboratorio de Genética Molecular del Hospital de Pediatría IMSS, 

se cuenta con el estudio molecular de las distrofias musculares complementado con 

la exploración clínica del paciente. Esto permitirá comprender mejor la etiopatología 

de estas enfermedades, así como también, nos ayudará a elegir el mejor tratamiento 

para el paciente esperando mejorar su calidad de vida. Este estudio también, 

ayudará a  dar el correcto asesoramiento genético tanto al paciente como a la familia 

puesto que son enfermedades hereditarias. Por otro lado, el estudio de un número 

representativo de casos  permitirá tener datos relacionados a la frecuencia con la 

cual se presentan estas enfermedades en la población mexicana. 

 

 

 



 20

3.- HIPOTESIS 

 

Los pacientes diagnosticados clínicamente con distrofia muscular, tendrán ausencia 

o deficiencia de las proteínas que se analicen. 

 

 

4.- OJETIVO GENERAL 

 

Analizar la expresión de proteínas asociadas con distrofias musculares a través de 

inmunofluorescencia indirecta en biopsias musculares de pacientes con un cuadro 

clínico distrófico.  

 

 

5.- OBJETIVOS PARTICULARES 

 

• Identificar mediante inmunofluorescencia indirecta, con anticuerpos 

específicos, la deficiencia de las proteínas distrofina, disferlina, sarcoglicanos: 

α, β, γ y δ, caveolina-3, merosina, teletonina, emerina NH3 y lamina A/C. 

 

• Cuantificar a través de Western blot a la proteína Disferlina en pacientes en 

los que se ha detectado por inmunofluorescencia indirecta disminución, 

deficiencia o ausencia de esta proteína. 
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6.- MATERIAL Y MÉTODOS  

 

6.1.- Pacientes. 

 

Se analizaron 31 pacientes diagnosticados clínicamente con distrofia muscular que 

fueron captados en diferentes hospitales del sector salud como el Hospital de 

Pediatría del Centro Médico Nacional Siglo XXI-IMSS (HP CMN SXXI), Hospital de 

Especialidades del Centro Médico Nacional Siglo XXI-IMSS (HE CMN SXXI), 

Instituto Nacional de Neurología y Neurocirugía Dr. Manuel Velasco Suárez (INN y 

N), Instituto Nacional de Rehabilitación (INR), Hospital Infantil de México (HIM), 

Centro Médico Nacional 20 de Noviembre del ISSSTE (CMN 20 de Noviembre), 

Centro Médico Nacional  La Raza. (CMN La Raza) y Hospital General de México 

(HGM). 

 

Estos pacientes se registraron y se les asignó un número de acuerdo al orden en 

que llegaban al laboratorio. 

 

6.2.- Criterios de inclusión 

 

• Cuadro clínico compatible con distrofia muscular. 

• Niveles elevados de CPK. 

• Biopsia muscular de cuadriceps o deltoides que presente variación en 

el tamaño de fibras, necrosis y eventualmente reemplazo por grasa y 

tejido conectivo, según el grado de avance de la miopatía. 
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• Árbol genealógico que muestre una segregación sugestiva de herencia 

autosómica recesiva o antecedentes de padres consanguíneos, 

herencia autosómica dominante o herencia recesiva ligada al X, que 

constituyen los modelos de herencia conocidos en las distrofias 

musculares. Aunque se incluyen también los casos aparentemente 

esporádicos o aislados. 

 

6.3.- Biopsia muscular 

 

Las biopsias se tomaron del cuadriceps o deltoides, aproximadamente de 0.5cm de 

diámetro por 1cm de longitud. Fueron montadas en la base de un fragmento de 

corcho con goma de tragacanto, se fijaron con isopentano (2-metil butano SIGMA) y 

se enfriaron con nitrógeno líquido con una orientación perpendicular al corcho para 

que las criosecciones  mostraran fibras orientadas en forma transversal. Se 

obtuvieron  criosecciones  de las diferentes muestras de los pacientes de 

aproximadamente un grosor de 7-10 micras. Las criosecciones fueron  recolectadas 

en un portaobjetos con poli L Lisina (SIGMA-ALDRICH), se colocaron 2 cortes por 

pacientes y  4 pacientes por portaobjetos, cada portaobjetos con su correspondiente 

criosección de músculo control.  

 

Para analizar las características histológicas de cada paciente, antes de montar las 

criosecciones junto a los demás cortes a utilizar, se tiñeron por separado con 

Hematoxilina-Eosina (H-E). En esta prueba, se pudieron observar cambios 

distróficos que se definían por degeneración-regeneración de fibras musculares, 
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variación en el tamaño de éstas, núcleos centrales, proliferación de tejido conectivo 

y necrosis celular. 

 

Las biopsias utilizadas para la prueba de Western blot fueron de los pacientes en los 

que se observo deficiencia de la proteína de interés. Se realizarón 10 cortes de cada 

paciente de 6 micras y se depositaron dentro de un tubo Eppendorf de 1.5 mL en 

donde se hizo la extracción de proteínas. 

 

6.4.- Técnicas de inmunofluorescencia 

 

Los cortes transversales de músculo esquelético contenidos en los portaobjetos, se 

bloquearon durante 30min con albúmina sérica bovina al 5%(BSA) (RESEARCH 

ORGANICS) preparada en un buffer salino de fosfato al 1X (PBS), se incubaron con 

los diferentes anticuerpos primarios toda la noche entre 12 y 18 horas a 4 oC. Se 

realizaron 3 lavados de 5min con PBS 1X, posteriormente se incubó durante 1 hora  

con el anticuerpo secundario, nuevamente se lavaron 3 veces por 5min con PBS 1X. 

Finalmente se les adicionó Vectashield-DAPI (VECTOR LABORATORIES) para 

preservar las laminillas y al mismo tiempo poder observar los núcleos de las fibras 

musculares debido a la fluorescencia azul que presenta el DAPI (4’,6-Diamidino-2-

fenilindol) a una longitud de onda de 365nm. Las laminillas fueron analizadas en el 

microscopio de fluorescencia (ZEISS, Axio Visión 4.4). 
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6.4.1.- Anticuerpos 

 

Los anticuerpos primarios utilizados fueron hechos en ratón dirigidos contra las 

proteínas humanas distrofina C-terminal (1:200 PBS)(Dys 2, Novocastra), distrofina 

N-terminal (1:200 PBS) (Dys 3, Novocastra), α-sarcoglicano (1:200 

PBS)(Novocastra), β-sarcoglicano (1:200PBS) (Novocastra), γ-sarcoglicano (1:200 

PBS) (Novocastra), δ-sarcoglicano (1:200 PBS) (Novocastra), disferlina C-terminal 

(1:150 BSA 5%) (H1, Novocastra), disferlina N-terminal (1:150 BSA 5%) (H2, 

Novocastra), caveolina-3 (1:150 BSA 5%) (Santa Cruz), merosina o  α-2-laminina 

(1:5000 PBS) (Chemicon), Emerina N-terminal (1:300 BSA 1%) (Neo Markers), 

lamina A/C C-terminal (1:50 BSA 1%) (Santa Cruz Biotechnology, monoclonal) y dos 

anticuerpos primarios hechos en cabra dirigidos contra las proteínas: lamina A/C N-

terminal (1:50 PBS) (Santa Cruz Biotechnology, policlonal) y teletonina (1:100 PBS) 

(Santa Cruz Biotechnology, policlonal) de humano. 

 

 

Por ende se utilizaron dos tipos de anticuerpos secundarios, uno hecho en cabra 

que reconocía a los anticuerpos primarios hechos en ratón (Jackson), y uno más 

hecho en ratón (Jackson) que reconocía a los anticuerpos primarios hechos en 

cabra. Ambos anticuerpos tenían ligado al fluorocromo Cy3 (cianina 3) que emite 

una fluorescencia roja a una longitud de onda de 510nm.  
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6.5.- Técnica de Western blot 

 

6.5.1.-  Extracción de proteínas. 

Los 10 cortes de 6 micras obtenidos en el criostato fueron depositados en un tubo 

Eppendorf de 1.5mL, se les adicionó 30 µL de buffer de extracción de proteínas pH 

6.8 (125mM Tris-HCl, 4% de dodecil sulfato de sodio, 4M de urea, 5% de 2-

mercaptohetanol, 10 % de glicerol y 0.0025% de azul de bromofenol), 

posteriormente las muestras se sonicaron y se incubaron durante 3min a 100oC, se 

centrifugaron  a 14000rpm durante 5min y se recuperó el sobrenadante. 

 

6.5.2.- Separación electroforética de las proteínas. 

 

La separación de las proteínas se realizó en un gel de acrilamida (bis-acrilamida al 

30.8%, buffer de corrida, agua desionizada, glicerol, persulfato y TEDMED) con un  

gradiente de concentración que iba del 5 a 10 % con un gel concentrador al 3%. Se 

depositaron 14 µL de la muestra por  pozo  dejando correr el gel toda la noche a 

5mA a 4oC. 

 

Sí el gel se hace por duplicado, uno de ellos se tiñe con azul de cumazie para 

confirmar la integridad y separación de proteínas. 

 

6.5.3.- Transferencia de las proteínas. 

Una vez separadas las proteínas se prosiguió a hacer la transferencia de las mismas 

a una membrana de nitrocelulosa (Hybond ECL, amersham pharmacia bistec, 
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Germany) a 300mA durante 2 horas y media, se tiñó con Rojo Ponceau para 

verificar la transferencia de las mismas. 

 

6.5.4.- Identificación de las proteínas. 

 

Las membranas de nitrocelulosa se bloquearon con leche descremada al 5 % 

(Svelty, Nestle) en TBS-Tween 20 al 0.3 % (NaCl  137mM, KCl 2.7mM, 

Na2HPO4*7H2O 4.3mM, KH2HPO4 1.4mM) durante 1 hora a 37oC en agitación, se 

incubaron con el anticuerpo primario contra disferlina C-terminal  (1:500 TBS-Tween 

20) toda la noche y con agitación a 4oC. Se lavaron 6 veces por 5min con TBS-

Tween 20 y con agitación a temperatura ambiente, a continuación se incubaron con 

el anticuerpo secundario (1:5000 TBS-Twin 20%) durante 1 hora. Dicho anticuerpo 

ligado a la enzima peroxidasa. Nuevamente las membranas se lavaron 6 veces por 

5min con TBS-Tween 20 con agitación a temperatura ambiente y se adicionó el 

reactivo quimioluminicente (Luminol-Peróxido en relación 1 a 1 en volumen) 

(SuperSignialR, PIERCE), finalmente se expusieron sobre las membranas tiras de 

placas para revelado (KODAK, BioMax Light Film) en las cuales, después de 30 

segundos de exposición, se pudieron observar las bandas correspondientes al peso 

de la proteína. 

 

Para normalizar la carga de proteínas se utilizó como marcador la cadena pesada de 

miosina utilizando para ello el anticuerpo MHC (H-300) (1:500 TBS-Twin20%) (Santa 

Cruz Biotechnology). 
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6.5.5.- Cuantificación de las proteínas. 

 

La cuantificación de la proteína se realizó en el analizador de imágenes (Alphalmage 

Light Cabinet. Alpha EaseR FC Software, Versión 4.1), en el cual se analizó la 

relación entre las áreas de la mancha correspondiente a la proteína de interés 

(disferlina) y la mancha de la proteína normalizante (cadena pesada de miosina), 

finalmente se hízo la comparación entre el valor arrojado por el control frente a los 

valores de cada paciente. 

 

 7.- RESULTADOS 

 

Se estudiaron 31 pacientes (Tablas 2 y 3) diagnosticados clínicamente con distrofia 

muscular . De este grupo de pacientes, 21 fueron hombres  y 10 mujeres,  15 de 

ellos están dentro de la edad pediátrica (0-15 años) mientras que 10 de ellos eran 

adultos. En 5 de los casos no fue posible saber la edad. En cuanto al rango de edad 

de los pacientes, se encuentran entre 1 y los 54 años así como su edad de inicio de 

los síntomas va de entre los 8 meses y los 36 años y medio. En la mayoría de los 

casos los niveles de CPK están por encima de los niveles normales (0-190 UI/L). 

Doce de estos pacientes fueron referidos clínicamente sólo como distrofia muscular  

en 5 de los casos se concluyó DMD/B, mientras que en 4 pacientes el cuadro clínico 

permitió sugerir una LGMD (Tablas 2 y 3).  
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7.1.- Grupo de estudio. 

TABLA 2. Datos clínicos del grupo de estudio 

# Edad Sexo Edad       
de inicio 

Diagnóstico 
probable 

CPK     
UI/L Procedencia 

174 7 años M 2 años 
Distrofia 
muscular 
Duchenne 

15210 INR 

175 8a 10m M 5 años 
Distrofia 
muscular 
Duchenne 

11808 HP CMN SXXI 

183 7 años M 5 años Distrofia 
Muscular 11708 HIM 

184 7 años M 2 a 6m 
Distrofia 
muscular 
Duchenne 

Alato CMN La Raza 

188 14 años F  Distrofia 
Muscular  CMN SXXI 

189 9 años M 1 a 6m Distrofia 
Muscular 7695 INR 

190 1 año M  Distrofia 
Muscular  CMN La Raza 

191 15 años M 11 años Distrofia 
Muscular  HP CMN SXXI 

192 13 años M 11 años Distrofia 
muscular  3058 INR 

193 33 años F 12 años Distrofia 
muscular  2089 INR 

194 11 años F 5a 6m 
Distrofia 

muscular de 
cinturas 

 CMN 20 de       
Noviembre 

195  F  Distrofia 
Muscular  CMN SXXI 

200 25 años F 21 años Distrofia 
Muscular 4095 HGM 

202 36 años M 35a  6m Distrofia 
Muscular  INNN 

203 21 años M 10 años 
Distrofia 
muscular 
Duchenne 

1495 INNN 

204 37 años F 20 años 
Distrofia 

Muscular de 
Cinturas 

2585 INNN 

 # : número de registro en el laboratorio; M: masculino; F: femenino; CPK: 
creatinfosfocinasa. 
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TABLA 3. Datos clínicos del grupo de estudio 
 

# Edad Sexo Edad       
de inicio 

Diagnóstico 
probable 

CPK     
UI/L Procedencia 

205 54 años F 18 años 
Distrofia 

Muscular de 
Cinturas 

196 INNN 

206 36 años M 32 años Distrofia 
Muscular  HE CMN SXXI 

207 3 años M 2 años Distrofia 
Muscular  Normal HE CMN SXXI 

208 6años F 2 años Distrofia 
Muscular Normal CMN SXII 

209 4 a 6m M 2 años Distrofia 
Muscular  CMN SXXI 

210 6 años M 4 años 
Distrofia 
muscular 
Duchenne 

 CMN SXXI 

211 7 años M 4 años Distrofia 
Muscular      196 CMN / INNN 

216 4 a 11m M 8 meses Distrofia 
Muscular Alato CMN La Raza 

217 22 años M 17 años Distrofia 
Muscular 11595 INNN 

218 9 a 8 m M 2 años Distrofia 
Muscular Alato  

219 9 años F 8 años 
Distrofia 

Muscular de 
Cinturas 

30000 CMN La Raza 

220 13 años M 11 años Distrofia 
Muscular Normal CMN SXXI 

221  F  Distrofia 
Muscular  INNN 

222 31 años M 6 años Distrofia 
Muscular  INNN 

223 16 años M 13 años Distrofia 
Muscular 4307 INNN 

 # : número de registro en el laboratorio; M: masculino; F: femenino; CPK: 
creatinfosfocinasa. 
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TABLA 5. Resultados del análisis por inmunofluorescencia indirecta 
# 
 Dys2 Dys3 α β γ δ H2 H2 Caveolina3 Merosina Teletonina Emerina 

NH3 
Lamina A/C 

COOH 
Lamina A/C 

NH3 

174 ++ + ++ ++ ++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ 

175 --- --- +++ +++ + ++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ 

183 --- --- +++ +++ + +++ ++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ 

184 --- --- +++ +++ ++ ++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ 

188 +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ 

189 +++ ++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ 

190 --- --- ++ ++ ++ ++ +++ --- +++ +++ +++ +++ +++ +++ 

191 +++ +++ +++ +++ +++ ++ --- ++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ 

192 +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ 

193 +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ 

194 ++ ++ --- + + + +/- ++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ 

195 +++ +++ +++ +++ +++ +++ ++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ 

200 +++ +++ +++ +++ +++ +++ --- --- +++ +++ +++ +++ +++ +++ 

202 +++ +++ +++ +++ +++ +++ ++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ 

203 ++ + +++ +++ +++ +++ + ++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ 

204 +++ +++ +++ +++ +++ +++ --- --- +++ +++ +++ +++ +++ +++ 
Inmunofluorescencia indirecta de 16 pacientes en los cuales se puede observar el grado de deficiencia de la proteína afectada.  En 
los casos 174, 175, 183, 184, 189 y 203  la deficiencia principal se observa en distrofina. En el paciente 194 la deficiencia principal se 
observa en α-sarcoglicano. En los paciente 191, 195, 200, 2002  y 204 la deficiencia principal se da en disferlina. El 188, 192, 193 y 195 
están normal todas las proteínas analizadas.  Interpretación de resultados: (+++) normal, (++) deficiente, (+) muy deficiente y (---) 
negativo. 
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TABLA 5. Resultados del análisis por inmunofluorescencia indirecta 
# 
 Dys2 Dys3 α β γ δ H1 H2 Caveolina3 Merosina Teletonina Emerina 

NH3 
Lamina A/C 

COOH 
Lamina A/C 

NH3 

205 +++ +++ +++ +++ +++ +++ ++ ++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ 

206 +++ +++ +++ +++ +++ +++ + +/- +++ +++ +++ +++ +++ +++ 

207 +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ 

208 +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ 

209 +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ 

210 --- --- ++ ++ + + +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ 

211 +++ +++ +++ +++ +++ +++ ++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ 

216 +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ 

217 +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ 

218 + + +++ +++ + ++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ 

219 +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ 

220 +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ 

221 +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ 

222 +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ 

223 ++ ++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ 
Inmunofluorescencia indirecta de 15 pacientes en los cuales se puede observar el grado de deficiencia de la proteína afectada.  En 
los casos 210, 218 y 223  la deficiencia principal se observa en distrofina.  En los paciente 205, 206 y 211 la deficiencia principal se da 
en disferlina. El 207, 208, 209, 216, 217, 219, 220, 221 y 222 se encuentran normal todas las proteínas analizadas. El análisis se hizo 
por duplicado para corroborar los resultados.  Interpretación de resultados: (+++) normal, (++) deficiente, (+) muy deficiente y (---) 
negativo. 
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Se encontró que  5 pacientes masculinos (175, 183, 184, 190 y 210) dieron una 

inmunotinción negativa para distrofina, tanto en el lado carboxilo como en el lado 

amino de la proteína característico en la DMD (Tabla 4 y 5. Interesantemente, en 

todos los casos se encontró deficiencia secundaria de al menos en uno de los 

sarcoglicanos (Tablas 4 y 5). Un caso representativo de lo anterior se ejemplifica en 

las imágenes de las inmunofluorescencias del músculo del individuo 210 (figura 5), 

las cuales muestran la  deficiencia total de distrofina con reducción secundaria  de 

todos los sarcoglicanos. Este paciente es una persona de sexo masculino de 6 años  

de edad, producto de la segunda gestación, que inicia con los síntomas a los 4 años 

con caídas frecuentes y dificultad para correr y subir escaleras. Presenta hipertrofia 

de gemelos y niveles elevados de CPK. Signo de Gowers positivo diagnosticado 

clínicamente con DMD. De estos cinco pacientes tres fueron diagnosticados con 

DMD. La edad de estos pacientes oscila entre los 6 y 10 años con una edad de inicio 

de los síntomas entre 2 y 5 años, los músculos  afectados principalmente  son los de 

las extremidades inferiores y superiores, en todos los casos los niveles de CPK  son 

muy elevados y presentan signo de Gowers positivo. 

 

 

Figura 4. Árbol genealógico del paciente 210 (II-2) con DMD. Seguramente la madre   
(I-2) es portadora, y la hermana (II-1) tiene el 50 % de probabilidad de ser portadora 
también.        

1                    2 

 1                  2 

I 
 
 
 
 
 
 
II 
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Figura 5. Inmunohistoquímica del paciente 210. En este panel de 
inmunofluorescencias el paciente 210 se muestra negativo (---) en ambos lados de 
Distrofina, deficiente (++) para α y β sarcoglicanos, muy deficiente (+) para  γ y δ SG, 
resto normal. Se observa un ligero aumento en expresión de Caveolina-3 lo cual esta 
reportado para pacientes deficientes de distrofina. Dys2 (Distrofina COOH), Dys3 
(Distrofina NH3), α-sg (α-sarcoglicano), β-sg (β-sarcoglicano), γ-sg (γ-sarcoglicano), δ-
sg (δ-sarcoglicano), DisfC (Disferlina COOH), DisfN (Disferlina NH3), Cav-3 (Caveolina-
3), Meros (Merosina), Telet (Teletonina), Eme N (Emerina NH3), LamC (Lamina A/C 
COOH)  y LamN (Lamina A/C NH3). C (músculo control). P (músculo del paciente). 
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 En 5 pacientes de los 31 analizados (174, 189, 203, 218 y 223) se encontró una 

deficiencia en la expresión de distrofina ya sea en el lado carboxilo, en el lado amino 

o por ambos lados (característico en la DMB la cual es menos severa que DMD), los 

5 pacientes son del sexo masculino. Solo en 2 de  los casos (174 y 218)  se 

encontró deficiencia secundaria en alguno de los sarcoglicanos (Tablas 4 y 5). De 

estos 5 pacientes, 2 fueron diagnosticados como DMD y 3 solo como distrofias. 

Estos pacientes presentan una edad de entre los 7 y 21 años con una edad de inicio 

de los síntomas entre los 18 meses y 10 años, la musculatura afectada al igual que 

en el caso anterior  son  los músculos de las extremidades  superiores e inferiores. 

Niveles de CPK  elevados y Gowers (+). 

 

En la figura 7 se muestran las imágenes de las inmunofluorescencias del músculo 

del paciente 218 el cual es un caso representativo de  DMB, este individuo presenta 

deficiencia parcial de distrofina con reducción secundaria en algunos sarcoglicanos. 

Es un varón de 9 años 8 meses  de edad y diagnóstico clínico de distrofia, el inicio 

de los síntomas se dio a los 2 años. 

 
 
Figura 6. Árbol genealógico del paciente 218 (IV-6) con DMB. II-2 y III-9 portadoras 
obligadas. II-5 presenta debilidad muscular y mialgias.                                                     
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Figura 7. Inmunohistoquímica del paciente 218. En estas inmunofluorescencias el 
paciente 218 se observa muy deficiente (+) en ambos lados de Distrofina y  deficiente 
(++) en  γ  y δ SG. El resto de las proteínas analizadas se encuentran en una expresión 
normal. Dys2 (Distrofina COOH), Dys3 (Distrofina NH3), α-sg (α-sarcoglicano), β-sg (β-
sarcoglicano), γ-sg (γ-sarcoglicano), δ-sg (δ-sarcoglicano), DisfC (Disferlina COOH), 
DisfN (Disferlina NH3), Cav-3 (Caveolina-3), Meros (Merosina), Telet (Teletonina), Eme 
N (Emerina NH3), LamC (Lamina A/C COOH)  y LamN (Lamina A/C NH3). C (músculo 
control). P (músculo del paciente). 
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Se diagnosticó un paciente negativo (---) en α sarcoglicano ,  con una expresión muy 

deficiente (+) en sarcoglicanos β, γ, δ y parte COOH de disferlina y con deficiencia 

(++) en ambos lados de Distrofina y lado NH3 de disferlina (Figura 9). Es una 

paciente femenina de 11 años de edad (194) quién inició los síntomas a los 5 años y  

medio con caídas repentinas al ir caminando. A los 3 meses se observó deformidad 

de la columna dorso-lumbar. No puede incorporarse sola, presenta atrofia muscular 

en forma progresiva en brazos, cintura escapular, cintura pélvica, muslos y piernas 

en forma bilateral. Tiene secuelas de rubéola congénita consistente en catarata de 

ojo izquierdo. Sordera en oído derecho e hipoacusia del izquierdo. Presenta soplo 

cardiaco y retraso psicomotor. Es el producto de la tercera gestación de 4, el 

pedigree  (Figura 8)  muestra que no hay consanguinidad entre los padres. 

 

 

 
 
Figura 8. Árbol genealógico del paciente 194 (II-3) con LGMD (Deficiencia de alfa 
sarcoglicano). Por tener un modo de herencia autosómico recesivo ambos padres (I-1 
y I-2) deben ser portadores obligados.  II-1, II-2 y II-4 tienen un 25% de probabilidad de 
ser portadores de la mutación. 
 
 
                                         
 

1                  2

 1                     2                   3                   4

I 
 
 
 
 
 
 
II 



 37

 
 

 
 
Figura 9. Inmunohistoquímica del paciente 194. La inmunofluorescencia muestra 
ausencia total (---) de α sarcoglicano,  y una expresión muy deficiente (+) de los 
sarcoglicanos β, γ , δ y parte COOH de disferlina y con deficiencia (++) en ambos 
lados de Distrofina y lado NH3 de disferlina. El  resto de las proteínas analizadas se 
encuentran en una expresión normal. Dys2 (Distrofina COOH), Dys3 (Distrofina NH3), 
α-sg (α-sarcoglicano), β-sg (β-sarcoglicano), γ-sg (γ-sarcoglicano), δ-sg (δ-
sarcoglicano), DisfC (Disferlina COOH), DisfN (Disferlina NH3), Cav-3 (Caveolina-3), 
Meros (Merosina), Telet (Teletonina), Eme N (Emerina NH3), LamC (Lamina A/C COOH)  
y LamN (Lamina A/C NH3). C (músculo control). P (músculo del paciente). 
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Se encontraron  8 pacientes con deficiencia primaria de disferlina, 2 paciente (200 y 

204) nulo para la proteína tanto en la parte carboxilo como en la parte amino, 6 

pacientes (191, 195, 202, 205, 206 y 211) con deficiencia de disferlina por uno o 

ambos lados de la proteína. El intervalo de edad  de estos pacientes va desde 7 

hasta 54 años y una edad de inicio de entre 4 y 20 años, la debilidad muscular se 

observó principalmente en las cinturas de las  4 extremidades  proximales, debilidad 

distal de los miembros superiores y  niveles de CPK  elevados.  

En la figura 11 se muestra un panel representativo de una paciente con 

disferlinapatía en donde las inmunofluorescencias del músculo se muestran 

negativas  para la proteína disferlina tanto del lado carboxilo (COOH) como del lado 

amino (NH3). Es una paciente femenina de 37 años de edad diagnosticada 

clínicamente con distrofia muscular de cinturas. La edad de inicio de los síntomas se 

dió a los  20 años con dolor muscular. Actualmente presenta debilidad muscular en 

cinturas de las 4 extremidades, limitaciones para la deambulación y dificultad para 

subir escaleras e incluso para peinarse. Signo de Gowers (+). Sus niveles de CPK 

son de 2585 UI/L. 

 
 
Figura 10. Árbol genealógico del paciente 204 (II-4). El padre (I-1) presente ligera 
debilidad muscular. Debido a que las dirferlinapatías son enfermedades autosómicas 
recesivas,  I-1  I-2 son portadores obligados. II-1, II-2, II-3, II-5, II-6 y II-7 tienen un 50 % 
de probabilidad de ser portadores y un 25 % de estar afectados.  
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Figura 11. Inmunohistoquímica del paciente 204. Inmunofluoresecencia negativa (---) para la 
proteína disferlina tanto del lado carboxilo (COOH) como del lado amino (NH3). El resto de las 
proteínas analizadas se encuentran en una expresión normal. Dys2 (Distrofina COOH), Dys3 
(Distrofina NH3), α-sg (α-sarcoglicano), β-sg (β-sarcoglicano), γ-sg (γ-sarcoglicano), δ-sg (δ-
sarcoglicano), DisfC (Disferlina COOH), DisfN (Disferlina NH3), Cav-3 (Caveolina-3), Meros 
(Merosina), Telet (Teletonina), Eme N (Emerina NH3), LamC (Lamina A/C COOH)  y LamN 
(Lamina A/C NH3). C (músculo control). P (músculo del paciente). 
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Se encontraron también pacientes nulos o deficientes en Distrofina con una 

disminución secundaria en Disfelina 183, 190 y 203 (Tablas 1 y 2). El intervalo de 

edad  de estos pacientes va desde 1 hasta 21 años y una edad de inicio de entre 1 y 

10 años, principalmente las extremidades inferiores  son las mas afectadas, 

presentan niveles elevados de CPK  y signo de Gowers  positivo.  

 

En la figura 13 se presentan las inmunofluorescencias del músculo del paciente 203 

(masculino) que muestra una reducción secundaria de disferlina debido a la 

deficiencia de distrofina. Es un paciente de 21 años diagnosticado clínicamente con 

DMD, el inicio de los síntomas se dió a los 10 años, presenta debilidad extrema  en 

extremidades inferiores, fatiga después de realizar un esfuerzo físico, niveles de 

CPK de 1495 UI/L, signo de Gowers (+) y el estudio de electromiografia es 

concluyente de Miopatía. 

 

 
 
Figura 12. Árbol genealógico del paciente 203 (III-7). Dado la proteína afectada, 
podemos decir que I-4 y II-4 son portadoras obligadas y que II-7, III-8 y III-9  tienen un 
50 % de probabilidad de ser portadoras. Cabe señalar que II-4 no puede ponerse de 
pie cuando está en cuclillas. 
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Figura 13. Inmunohistoquímica del paciente 203. En este panel de 
inmunofluorescencias se muestra deficiencia (++) en la parte carboxilo de distrofina y 
la parte amino de disferlina, así como también se encuentran muy deficientes (+) la 
parte amino de distrofina y el lado corboxilo de disferlina. El resto de las proteínas 
analizadas se encuentran en una expresión normal. Dys2 (Distrofina COOH), Dys3 
(Distrofina NH3), α-sg (α-sarcoglicano), β-sg (β-sarcoglicano), γ-sg (γ-sarcoglicano), δ-
sg (δ-sarcoglicano), DisfC (Disferlina COOH), DisfN (Disferlina NH3), Cav-3 (Caveolina-
3), Meros (Merosina), Telet (Teletonina), Eme N (Emerina NH3), LamC (Lamina A/C 
COOH)  y LamN (Lamina A/C NH3). C (músculo control). P (músculo del paciente).  
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La variabilidad clínica que presentaban los pacientes hace  muy difícil el diagnóstico 

clínico correcto, el análisis por inmunofluorescencia nos permitió clasificar de una 

forma más certera a cada uno de los pacientes analizados.  

 

Se puede observar que en la mayoría de los casos el diagnóstico molecular difiere  

del diagnóstico clínico que se realizó en base al fenotipo que presenta el paciente 

(Gráfica 1). De esta forma, al determinar la proteína afectada, nos permite clasificar 

correctamente al paciente y nos ayuda a comprender la fisiopatología de la 

enfermedad. 
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Gráfica 1. Diagnóstico clínico vs diagnóstico molecular. El análisis por  
inmunofluorescencia permitió hacer una clasificación certera de los pacientes 
analizados, de un total de 31 pacientes se encontraron 10 pacientes con DMD/DMB, 1 
con LGMD, 8 clasificados con disferlinopatía y 12 de ellos no tenían ninguna 
alteración en las proteínas analizadas. 
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De los 31 pacientes analizados en este trabajo, en 8 de ellos se encontró una 

deficiencia total o parcial de Disferlina, lo cual nos llama la atención ya que es un 

porcentaje muy alto de acuerdo al número de pacientes estudiados.   

 

Del año 2000 al 2005 a nuestro laboratorio se han canalizado 44 pacientes con un 

diagnóstico clínico de distrofia muscular de cinturas, dentro de este grupo, se 

encuentran las distrofias generadas por la  deficiencia  en disferlina la cual genera  

las distrofias  musculares de cintura tipo 2B (LGMD2B) y la miopatía de Miyoshi. 

 
 

TABLA 6. Resultado del diagnóstico por inmunofluorescencia de 
disferlina en 16 pacientes. 

No. Procedencia Resultado de la 
inmunofluorescencia 

57 INNN Disfer --- 
75 INNN Disfer ++ 
77 CMN Disfer ++ 
125 INNN Disfer --- 
126 INNN Disfer --- 
128 INNN Disfer --- 
152 INR Disfer ++ 
165 INR Disfer ++ 
191 HP CMN  Disfer --- 
195 CMN Disfer ++ 
200 INNN Disfer --- 
202 INNN Disfer ++ 
204 INNN Disfer --- 
205 INNN              Disfer + 
206 HE CMN Disfer ++ 
211 CMN/INNN Disfer ++ 

 
Resultados obtenidos durante 6 años en el laboratorio de genética humana del HP 
CMN SXXI (entre el 2000 y 2005). La columna uno muestra número de registro 
asignado al paciente,  en columna dos se indica el lugar de donde es referido el 
paciente para el estudio y en la columna tres se muestra el resultado obtenido en la 
inmunofluorescencia.  
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De los 44 pacientes diagnosticados clínicamente con LGMD, por 

inmunofluorescencia se encontró que en 16 de ellos la proteína disferlina se 

encuentra ausente o deficiente  y que en ocasiones (191) también se ve afectado 

algún sarcoglicano como efecto secundario de la deficiencia de esta proteína. 

 

En relación a lo anterior, en  la figura 14 se muestra el resultado del análisis por 

inmunofluorescencia  de los pacientes (191, 195, 200, 202, 204, 205, 206 y 211) que 

mostraron deficiencia o disminución total en el lado carboxilo de la proteína 

disferlina. Sin embargo en algunos casos se logra observar una redistribución de la 

proteína a nivel citoplasmático (ejemplo paciente 205) la cual es  común en 

pacientes que cursan con un cuadro clínico distrófico especialmente en pacientes 

con algunos tipos de LGMDs. 

 

Cave mencionar que en este trabajo se encontraron 8 de los 16 pacientes 

diagnosticados con disferlinapatía y que posteriormente fueron analizados por 

Western blot.  

 

Una de las características observadas en los pacientes con disferlinapatia es que 

presentan  el rango de edad  más alto de todos los pacientes diagnosticados así 

como también el rango más amplio en la edad de inicio de los síntomas. 
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 Figura 14. Inmunofluorescencias de  pacientes deficientes y nulos de Disferlina. C 
(control). P (paciente). No. (número del paciente). 

No. 
 
 

191 
 
 
 
 
195 
 
 
 
 
200 
 
 
 
 
202 
 
 
 
 
204 
 
 
 
 
205 
 
 
 
 
206 
 
 
 
 
211 

              C                      P 



 46

Western blot 

Debido a los  resultados obtenidos en este trabajo y a que en México no se tiene 

conocimiento de cómo se distribuyen las distrofias musculares  originadas por  la 

alteración de disferlina, se decidió hacer una prueba más sensible (western blot) 

para  corroborar el diagnóstico en estos pacientes.   

 

Se utilizó un individuo control para comparar la expresión de la proteína con 

respecto a los pacientes deficientes  de la misma. Así mismo, se cuantificó  la 

Cadena Pesada de Miosina (MHC) como un marcador que nos permitió normalizar 

la cantidad de proteína utilizada en la prueba. El peso molecular de disferlina es de 

237 Kd y el de MHC es de 200 Kd. 

 

Western blot para disferlina 

 
 

Figura 15.Disf: disferlina; MHC: miosina; C: control; Kd: kilo dalton. 
 

Se analizaron 12 de los 16 pacientes diagnosticados como nulos o deficientes  para  

Disferlina. (Figura 17). En los pacientes 165, 200, 202 y 204 se observó una 

expresión negativa de la proteína, sin embargo, cabe señalar que en el paciente 202 

Disf 237 Kd 

MHC 200 Kd 

    C          195      202       204      205       206      211  No. Paciente 

Disf 237 Kd 

MHC 200 Kd 

 C          125      126      152       165      191       200 No. Paciente
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se observó una ligera sombra en la placa de revelado la cual no se ve en la imagen, 

esta ligera mancha se detectó en la cuantificación, por lo que, éste paciente se 

reportó como disminuido y no como negativo para la proteína. Así mismo, en los 

pacientes 205, 206 y 211 se observó una ligera  deficiencia de la proteína. En 

contraste, los pacientes 125, 126, 152 y 195 se observaron con una expresión 

normal de disferlina en relación al marcador y al control utilizado, lo cual fue 

comprobado a la hora de cuantificar a la proteína. 

 

Cuantificación de la proteína 
 

La cuantificación se realizó en el analizador de imágenes en el cual se midió el área 

bajo la curva de las  manchas correspondientes a disferlina y miosina tanto en los 

pacientes como en el control. Se obtuvo la relación existente en cada paciente de  la 

proteína de interés (disferlina) y el marcador (MHC),  posteriormente se comparó 

frente a la relación que se obtuvo en el control  lo que nos dio el porcentaje de 

disminución. (Tabla s 7 y 8) 

 

El porcentaje de disminución se obtuvo mediante las siguientes fórmulas: 

AD: Área bajo la curva de Disferlina. 

AM: Área bajo la curva de MHC. 

D/M: Relación entre disferlina y miosina. 

D/M C: Relación entre disferlina y miosina  del control. 

D/M P: Relación entre disferlina y miosina del paciente. 

UR: Unidades Relativas. 

URC: Unidad Relativa del Control = 1. 

URP: Unidades Relativas del Paciente. 

 

 



 48

1.-  AD / AM = D/M    

2.-  (D/M P x URC) / D/M C= URP 

3.-  URC – URP (100) = % DE DISMINUCIÓN 

 

TABLA 7. Cuantificación de Disferlina 
 

No Área Relación Dysf 
/ Miosina 

Unidades 
relativas % disminución 

 494878 0.320620044 1 0 c 1543503    
493724 0.330276899 1.03011931 -3.011931005 195 1494879    
12493 0.015370098 0.047938668 95.20613319 202 812812    

1 7.76E-07 2.41886E-06 99.99975811 204 1289433    
145548 0.0944896 0.29470896 70.52910398 205 1540360    
410442 0.20850686 0.650323844 34.96761559 206 1968482    
294923 0.162034654 0.505379051 49.46209488 211 1820123    

Pacientes 195, 202, 204, 205, 206 y 211. Un porcentaje ≤  0 significa expresión normal 
de la proteína. 
 
 

TABLA 8. Cuantificación de Disferlina 
 

No Área Relación 
Disfer/Mios 

Unidades 
relativas % de disminución 

479180 0.947432316 1 0 c 505767    
1688087 2.288807387 2.415800421 -141.5800421 125 737540    
338823 0.947004338 0.999548276 0.045172394 126 357784    
456185 1.429648155 1.508971281 -50.89712805 152 319089    

1 1.60118E-06 1.69002E-06 99.999831 165 624541    
606663 0.852767411 0.900082673 9.991732722 191 711405    

1153 0.002105559 0.002222385 99.77776152 200 547598    
Pacientes 125, 126, 152, 165, 191 y 200. Un porcentaje ≤ a 0 significa expresión normal 
de la proteína. 
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De un total de 12 pacientes analizados se confirmó la disminución o ausencia de la 

proteína en 8 de ellos con algunos cambios con respecto a lo diagnosticado por  

inmunofluorescencia (125, 126, 165 y 191) (Tabla 9), en el resto de los pacientes el 

resultado del Western blot coincide con el diagnóstico de la inmunofluorescencia. Así 

pues, en la tabla 9 se comparan los resultados obtenidos a través de las dos 

pruebas. 

 

TABLA 9. Inmunofluorescencia vs Western blot 
 

No. Procedencia  Inmunofluorescencia
Western blot 

% de 
disminución 

Nota 

57 INNN Disfer ---  No hubo biopsia 
75 INNN Disfer ++  No hubo biopsia 
77 CMN Disfer ++  No hubo biopsia 

125 INNN Disfer --- Normal  
126 INNN Disfer --- Normal  
128 INNN Disfer ---  No hubo biopsia 
152 CNR Disfer ++ Normal  
165 CNR Disfer ++ 100%  
191  Disfer --- 9.99%  
195 CMN Disfer ++ Normal  
200 INNN Disfer --- 100%  
202 INNN Disfer ++ 95.2%  
204 INNN Disfer --- 100%  
205 INNN Disfer + 70.53%  
206 CMN Disfer ++ 34.96%  
211 CMN/INNN Disfer ++ 49.46%  

De un total de 12 pacientes analizados se confirmo la disminución o ausencia de la 
proteína en 8 de ellos (165, 191, 200, 202, 204, 205, 206 y 211). En 4  (125, 126, 152 y 195) se 
encontró una expresión normal de la proteína. En el resto de los pacientes (57, 75, 77 y 
128) no se contó con biopsia muscular par hacer la prueba. 
 

 
El porcentaje de expresión de la proteína se puede observar en la gráfica 2. No 

obstante se puede sugerir que en algunos casos la deficiencia parcial de disferlina 

es solo un efecto secundario de la ausencia principal de otra proteína no analizada 
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en este trabajo dado que este fenómeno se presenta en algunos casos con LGMDs. 

Se debe tomar en cuenta que únicamente se analizaron 11 proteínas relacionadas 

con distrofia muscular de las más de 30 que se han reportado. 

Expresión de Disferlina en los pacientes
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Gráfica 2. Expresión de la proteína disferlina en los 12 pacientes analizados. 
Pacientes 125, 126, 152 y 195 (100%). 191 (90%). 206 (65%). 211 (51%). 205 (29.5 %). 
202 (4.78%). 165, 200 y 204 (0 %). 
 
 

La Unidad de Investigación Médica en Genética Humana del Hospital de Pediatría 

de Centro Médico Nacional Siglo XXI-IMSS, ha brindado sus servicios a todos los 

derechohabientes que han solicitado  el diagnóstico molecular de las distrofias 

musculares. Este diagnóstico se  ha venido haciendo desde hace varios años  

siendo este trabajo la continuación del mismo. En la gráfica 3 se muestran los 

resultados obtenidos del año 2000  a 2005 de 172 pacientes analizados por 

inmunofluorescencia indirecta en donde se observa una reclasificación  de los 

mismos de acuerdo al diagnóstico clínico inicial.  
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Gráfica 3. Resultados de 172 pacientes en donde se observa una clasificación más 
certera de los pacientes en base al tipo clínico de distrofia que genera la proteína 
afectada. 
 

Así mismo de 172 pacientes analizados por inmunofluorescencia, en 36 de ellos se 

confirmó una distrofia muscular de cintura la cual se presentó por la ausencia o 

deficiencia de algún SG y en particular de disferlina. En la gráfica 4 se muestra la 

distribución de las proteínas responsable de las LGMDs en el total de pacientes 

analizados durante 6 años. 
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Distribución de las distrofias de cinturas
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Gráfica 4. Principales proteínas responsables de las distrofias musculares de cinturas 
(LGMDs) en 172 pacientes analizados. La proteína mas afectada fue disferlina 
(44.44%), seguida por γ-SG (27.77%), α-SG (13.88%), β-SG (5.55%), δ-SG (2.77%) y SG 
deficientes (5.55%). 
 

Una vez más, en un grupo mayor de estudio, se confirmó la gran variabilidad clínica 

que presentan los pacientes y por ende se hace necesario el uso de técnicas 

moleculares para lograr un mejor diagnóstico. 

 

Finalmente, en la gráfica 5 se muestra el número de pacientes que han acudido a 

estos servicios desde el año 2000 al 2005 sumando un total de 214 pacientes.  
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DISCUSIÓN 
 
 

Las distrofias musculares son un grupo muy heterogéneo de enfermedades 

hereditarias que se caracterizan principalmente por la debilidad progresiva de los 

músculos y por un patrón de necrosis-regeneración de las fibras  musculares 

(Dubowitz et al, 1985). La edad de inicio es variable al igual que el grado de la 

enfermedad, actualmente se relacionan con mutaciones en genes que codifican para 

proteínas asociadas y no asociadas al DGC que dan estabilidad y mantienen la 

integridad de la membrana celular (Ervasti et el, 1993). Sin embargo, actualmente se 

les han conferido funciones de señalización (Betto et al, 1999.; Dorianna et. al, 2004; 

Ort et al, 2000 and Yang et al, 1995 ) 

 

El número de proteínas involucradas y la gran variabilidad clínica que presentan los 

pacientes con distrofia muscular hacen  muy difícil el diagnóstico clínico correcto, 

puesto que la misma mutación puede presentar dos cuadros clínicos diferentes, así 

como también, un mismo cuadro clínico puede estar dado por dos mutaciones 

diferentes en diferentes proteínas. Las nuevas técnicas de biología molecular 

permiten hacer una caracterización más certera de estas enfermedades, así pues la 

inmunofluorescencia indirecta y el Western blot son técnicas que nos permitieron 

diagnosticar certeramente a cada uno de los pacientes. 

 

En este trabajo se analizó la expresión de 11 proteínas (asociadas y no asociadas al 

DGC) de 31 pacientes diagnosticados clínicamente con distrofia muscular. Para ello 

se utilizaron anticuerpos dirigidos contra las proteínas distrofina, disferlina, 

sarcoglicanos: α, β, γ  y δ, caveolina-3, merosina, teletonina, emerina NH3 y lámina 
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A/C. En algunos casos se analizó tanto la parte carboxilo como la parte amino de la 

proteína.  

 

INMUNOFLUORESCENCIA 

 

De los 31 pacientes analizados se encontraron 5 pacientes varones (175, 183, 184, 

190 y 210) negativos para Distrofina tanto en el lado carboxilo como en el lado 

amino  de la proteína característico en la DMD. De estos 5 pacientes, 3 fueron 

diagnosticados clínicamente como DMD, su edad oscila entre los 6 y 10 años con 

una edad de inicio de los síntomas entre 2 y 5 años lo que concuerda por lo descrito 

en la literatura (Moser et al., 1984), los músculos  afectados principalmente  son los 

de las extremidades inferiores y superiores. Los 5 pacientes presentaron niveles 

elevados de CPK  y signo de Gowers positivo. 

 

 En todos los casos se encontró deficiencia secundaria en alguno de los SGs 

principalmente de γ  y δ (Tablas 4 y 5). Este resultado concuerda por lo ya descrito 

en la bibliografía y  sugiere que este efecto, principalmente con γ SG  se debe a que 

existe una interacción  directa entre la distrofina y  demás proteínas del DGC 

(Campbell, 1995). Por lo tanto, la ausencia de distrofina y la disminución de los SGs 

conllevan a una desestabilización de la membrana celular, por ende a la pérdida de 

la integridad de la misma lo que promueve la muerte de la fibra celular y un 

panorama de necrosis-regeneración observado en la biopsia muscular de estos 

pacientes. Así también, en estos pacientes se observaron cambios en el tamaño de 

las fibras musculares, núcleos centralizados  y un incremento del tejido conectivo 

procesos característicos en las distrofias musculares (Figura 7). 
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La DMD tiene una incidencia similar en todo el mundo independientemente de la 

raza, se estima que 1 de cada 3 500 varones nacidos vivos presentan esta 

enfermedad y que un tercio de los casos se deben a mutaciones de novo (nuevas 

mutaciones), un tercio a mutaciones heredadas por mujeres portadoras sin 

antecedentes familiares que son mutantes nuevas y un tercio más por mutaciones 

heredadas desde las primeras generaciones de la línea familiar (Worton y 

Thompson, 1988).  

 

Se ha observado que de un 60 a  65% de las mutaciones que se presentan en el 

gen de distrofina son deleciones (Forest et al., 1987; Darras et al., 1988) y que del 5 

al 10% son duplicaciones parciales (Hu et al., 1990). Por lo que  se sugiere que en 

pacientes Duchenne se presentan deleciones que originan mutaciones sin sentido 

rompiendo el marco de lectura lo que genera una proteína truncada que no es 

funcional (Koening et al, 1989: Monaco et al, 1988). Esto explica el por que de la 

ausencia de distrofina en la inmunofluorescencia (Figura 7).  

   

 

En 5 pacientes más (varones) se encontró una deficiencia en la expresión de 

distrofina (174, 189, 203, 218 y 223) ya sea en el lado carboxilo, en el lado amino o 

por ambos lados de la proteína. Este patrón de fluorescencia es característico de los 

pacientes que presentan DMB. Sólo en 2 de  los casos se encontró deficiencia 

secundaria de los sarcoglicanos α, β y  γ en el paciente 174  y  γ y δ en el paciente 

218 (Figura 9). Nuevamente se observó como γ SG  disminuye su expresión en 

estos pacientes lo que confirma una relación directa entre la distrofina y este SG.  
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Los pacientes antes mencionados, presentan una edad de entre los 7 y 21 años con 

una edad de inicio de los síntomas entre 1 año y medio y 10 años, la musculatura 

afectada al igual que en la DMD  son  los músculos de las 4 extremidades. Todos 

ellos presentan niveles de CPK  elevados y  signo de Gowers (+). Sin embargo, los 

datos  la edad de inicio de los síntomas no concuerdan con los descritos en la 

literatura ya que en la mayoría de   nuestros pacientes inician antes/durante los 2 

años de vida (174, 189 y 218), se tiene reportado que en la DMB los síntomas 

empiezan entre los 5 y 15 años de edad, sin embargo cabe recordar que la 

sintomatología en las distrofias musculares es muy variable y esto es muestra de 

ello. De estos 5 pacientes, 2 fueron diagnosticados  clínicamente como DMD y los 

otros 3 solo como distrofia sin embargo todos ellos presentan disminución en la 

expresión de distrofina lo que los clasifica como pacientes con DMB. La 

fluorescencia observada en estos pacientes se debe a la expresión de una proteína 

más pequeña que conserva el lado amino y carboxilo terminal y que es parcialmente 

funcional. Se ha observado que hay mutaciones que generan un corrimiento en el 

marco de lectura del gen que permiten la expresión de esta proteína. Por ejemplo, 

se ha visto que pacientes que presentan deleciones del exón 3 al exón 7 presentan 

un fenotipo de DMB, se propone que en este caso ocurre un splicing alternativo por 

lo cual se produce la proteína que es más pequeña que la normal (Malhotra et al., 

1988). Esto puede explicar por que en pacientes con DMB se observa de un 10 al 

40% la fluorescencia de la proteína (Hoffman et al., 1988). 

 

Fué posible observar también una sobreexpresión de caveolina-3 en los pacientes  

diagnosticados con DMD/B (Figura 7). Esta sobre expresión ya ha sido reportada en 
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la literatura y se sugiere que caveolina -3 juega un papel importante en la 

patogénesis de las DMD/B (Silvia-Repetto et al., 1999; Ferruccio et al., 2000). 

 

Se ha observado también que la frecuencia de las DMD/B tiende a disminuir en 

países industrializados debido al acceso que tienen las familias al asesoramiento 

genético  (Ozawa et al., 1988). 

 

 

Se diagnosticó 1 paciente con distrofia muscular de cinturas tipo 2D (LGMD 2D) 

negativo en α sarcoglicano ,  con una expresión muy deficiente  en sarcoglicanos β,  

γ, δ y parte COOH de disferlina y con deficiencia parcial en ambos lados de 

Distrofina y lado NH3 de disferlina (Figura 11). La edad de inicio de los síntomas  

coincide con lo reportado en la bibliografía para las LGMDs, en este caso es una 

paciente femenina de 11 años de edad (194) quien inició los síntomas a los 5 años y  

medio. Actualmente no puede incorporarse sola, presenta atrofia muscular en forma 

progresiva en brazos, cintura escapular, cintura pélvica, muslos y piernas en forma 

bilateral. Tiene también secuelas de rubéola congénita consistente en catarata de 

ojo izquierdo, sordera en oído derecho e hipoacusia del izquierdo. Presenta soplo 

cardiaco y retraso psicomotor. La biopsia muscular presenta incremento del tejido 

conectivo y adiposo muy similar a la biopsia de pacientes con DMD/B. Dado a lo 

anterior la paciente cursa con un cuadro clínico severo con afecciones cardiacas lo 

cual es raro en pacientes con LGMD 2D. 

 

Se ha observado que las mutaciones de α SG son las más frecuentes y las que 

originan fenotipos menos graves en los que se observan residuos de la proteína 
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(Eymard et al., 1997), en este caso la deficiencia es total lo que conlleva a una 

marcada disminución de los otros tres SG pero también de distrofina lo cual ya esta 

reportado en la bibliografía (Romero et al., 1994; Piccolo et al., 1995; David et al., 

1996). Mas aún, nosotros encontramos pérdida secundaria tanto de distrofina como 

de disferlina lo cual no esta reportado en la literatura. 

 

Por otro lado, nuestro resultado contradice estudios hechos en   células C2C12  que 

muestran que α SG podría estar separado del resto del complejo de SGs y que por 

ende su pérdida no genera la deficiencia secundaria de otras proteínas del DGC 

(Chan et al., 1998) Así también contradice otros experimentos que sugieren que α y 

γ SG no se asocian en realidad  a los otras subunidades de SG. (Sakamoto et al., 

1997). 

 

Sin embargo se confirma que la pérdida de uno de lo componentes del complejo de 

SG genera la pérdída secundaria de las demás proteínas asociadas al DGC  e 

incluso de proteínas que estructuralmente no forman parte de este complejo como lo 

es Disferlina. 

 

 

Se encontraron  8 pacientes con deficiencia primaria de disferlina, 2 paciente (200 y 

204) nulo para la proteína tanto en la parte carboxilo como en la parte amino y 6 

pacientes (191, 195, 202, 205, 206 y 211) con deficiencia de la misma por uno o 

ambos lados de la proteína. El intervalo de edad  en estos pacientes va desde 7 

hasta 54 años con una edad de inicio de los síntomas de entre 4 y 20 años. La 

debilidad muscular se observó principalmente en las cinturas de las  4 extremidades  
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proximales característico de la LGMD 2B, así como también debilidad distal de los 

miembros superiores característico en la MM. Los  niveles de CPK  se muestran 

elevados y en algunos casos el signo de Gowers es positivo (191, 205 y 206).  

 

Las mutaciones en el gen de disferlina presentan una gran variabilidad clínica tanto 

intrafamiliar como interfamiliar ya que se ha reportado que una misma mutación 

genera fenotipos diferentes e incluso entre individuos de la misma familia por lo que 

no se ha encontrado relación entre el genotipo y el fenotipo (Bonnemann et al., 

2002; Weiler et al., 1999 and Bushby et al., 2000). Cerca de 45 mutaciones están 

descritas para el gen DYSF, incluidas mutaciones sin sentido, inserciones y 

deleciones. (Campanaro et al., 2002 and Saito et al., 2002)  sin embargo el tipo de 

mutación no correlaciona con la severidad del fenotipo (Cagliania et al., 2003). 

 

En los pacientes que se encontraron nulos para disferlina es posible que la mutación 

que originó esta deficiencia  haya afectado el marco de lectura generando así una 

proteína truncada que no es funcional por lo que no se observa en la 

inmunohistoquímica. Se sabe que disferlina participa en los procesos de reparación 

de la membrana celular por lo que si se encuentra ausente, este proceso que es vital 

para mantener la integridad de la membrana no se llevará  a cabo,  lo cual conlleva a 

que la membrana celular y por ende la fibra muscular pierdan integridad generando 

la muerte de la célula. 

 

En los pacientes que muestran disminución de la proteína en la 

inmunofluorescencia, se propone que existan splicing alternativos debido a una 

mutación que genera una proteína más corta parcialmente funcional generando un 
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efecto similar a lo sucedido en  la DMB. Cabe recordar la gran variabilidad clínica 

que presentan estos pacientes con disferlinopatías por lo que se sugiere que en 

estos casos se busque la mutación a nivel de DNA para comprender mejor la 

patogénesis de esta enfermedad. Se ha sugerido también que la disminución de 

esta proteína es un efecto secundario debido a la deficiencia primaria de otra 

proteína relacionada con distrofias musculares (Kazuhiko et al., 2003) que no   

fueron estudiadas en   este trabajo tales como Calpaina-3. 

 

Debemos tomar en cuenta que disminución de la expresión de una proteína no 

necesariamente debe estar ligada a una mutación sobre la región codificante de la 

misma (gen), estas mutaciones pueden presentarse dentro de la región reguladora 

del gen (promotor) lo cual puede mermar la expresión de una proteína integra, o por 

otro lado, si la mutación dentro de esa región reguladora se da sobre una secuencia 

de regulación negativa, la proteína podría aumentar su expresión. 

 

Así mismo es de suma importancia mencionar que mutaciones en los genes que 

codifican para proteínas (enzimas principalmente) que llevan a cabo  modificaciones 

postraduccionales sobre proteínas relacionadas con distrofia muscular también 

generan el fenotipo distrófico ya que su proteína blanco no será funcional. 

 

 

De los 10 pacientes clasificados con DMD/B, en tres de los casos (30%)(183, 190 y 

203) se encontró deficiencia secundaria de disferlina, esta observación ya ha sido 

reportada por Piccolo en el 2000, a comparación con nuestros resultados, él observó 

este efecto en 2 de 10 pacientes con DMD/B. Cabe señalar que disferlina no es un 
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componente integral del DGC, sin embargo se ha observado que se altera su 

distribución en las distrofias musculares y que muchas veces cuando su localización 

disminuye en membrana plasmática, aumenta en las vesículas citoplásmicas 

(Piccolo et. al, 2000) lo que sugiere una asociación funcional entre disferlina y el 

DGC.  

 

Así también, algunos reportes sugieren que la anormalidad en la localización de 

disferlina  está asociada a otras moléculas que promueven su localización de la 

membrana celular y que quizá tiene alguna función especial en la región 

citoplásmica (Kazuhiko et al., 2003). 

 

En relación  a lo anterior, se ha observado una baja expresión de disferlina en 

deficiencia primaria de caveolina-3, así como también se ha observado que  se ve 

afectada la expresión de disferlina en las LGMDs (Piccolo et. al, 2000 and Kazuhiko 

et al., 2003). 

 

De acuerdo a las observaciones en estos pacientes podemos asegurar que la 

disminución de  distrofina no es un efecto secundario por deficiencia  de disferlina ya 

que en pacientes nulos para disferlina, distrofina se encuentra normal. 

 

Dx clínico vs Dx por inmunofluorescencia 

 

La variabilidad clínica que se presenta en las distrofias musculares hace  muy difícil 

el diagnóstico clínico correcto, el análisis por inmunofluorescencia permitió clasificar 

de una forma más certera a cada uno de los pacientes analizados.  De esta forma, 
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de los 31 pacientes analizados, clínicamente fueron canalizados 22 pacientes como 

distrofia muscular en general; 5 como DMD/B y 3 como distrofias musculares de 

cinturas. Sin embargo la clasificación dada por el análisis de inmunofluorescencia 

ubicó a 10 pacientes como DMD/B, a 1 como LGMD, 8 con disferlinapatías y en 12 

de los casos no se encontró deficiencia en ninguna de las  proteínas analizadas 

(Grafica1). 

 

Cabe mencionar que los 12 pacientes que no presentaron alteraciones no se 

excluyen de un padecimiento distrófico, se propone a futuro, analizar la expresión de 

otras proteínas relacionadas con otras distrofias musculares  que no fueron 

analizadas en este trabajo. 

 

Por otro lado, llama la atención el alto porcentaje de pacientes con disferlinapatías 

en nuestro grupo de estudio (25.8%) por lo que se sugirió corroborar el diagnóstico a 

través de un método cuantitativo como lo es el western blot. 

 

WESTERN BLOT 

 

El Western blot es una técnica empleada para la detección de antígenos proteicos, 

dicha técnica es más sensible que la inmunofluorescencia ya que es posible hacer 

una cuantificación de la proteína en estudio. A los  8 pacientes diagnosticados en 

este trabajo con disferlinapatías, se sumaron 8 pacientes más que en años atrás ya 

habían sido diagnosticados (57, 75, 77, 125, 126, 128, 152 y 165). La extracción de 

proteína se hizo a partir de músculo esquelético y se empleo el anticuerpo dirigido 

contra el lado carboxilo de la proteína.  
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Los resultados confirman el diagnóstico de la inmunohistoquímica en  8  de los 

pacientes analizados por esta técnica (165, 191, 200, 2002, 204, 205, 206 y 211), en 

4 más se mostró una expresión normal de la proteína (125, 126, 152 y 195) lo que 

puede atribuir a una redistribución de la misma en el citoplasma de la célula, lo que 

no permitió su detección en la membrana celular a través de la inmunofluorescencia. 

Cabe señalar que dicha distribución se ha observado en diversos procesos 

distróficos principalmente en LGMDs (Kazuhiko et al., 2003). 

  

Por último, en 4 de los casos diagnosticados como disferlinapatías ya no se contaba 

con muestra de biopsia muscular por lo que no fue posible realizar la técnica en 

estos pacientes (Tabla 9).  

 

El  western blot nos brinda el porcentaje de expresión de disferlina en cada uno de 

los pacientes analizados comparados con un individuo sano (control). En el 165 y 

204 no presenta expresión de la proteína (0 %), el 200 (0.22%), el 202 (4.8%), el 205 

(29.5%), el 211 (51%), el 206 (65%), el 191 (90%) y el 125, 126, 152, y el 195 

muestran una expresión normal de la proteína (100%). (Gráfica 2). 

 

 

Se sugiere buscar la mutación en el gen de la proteína deficiente de cada uno de los 

pacientes analizados así como también, en los pacientes normales para estas 

proteínas analizadas, analizar la expresión de otras proteínas relacionadas con 

distrofia muscular no analizadas en este trabajo. 
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9.- CONCLUSIONES 

 

• La causa principal de distrofia muscular en 31 pacientes analizados fué la 

deficiencia de distrofina (31.25%), seguida por disferlina (25.8%) y α-SG 

(3.22%). 

•  La deficiencia primaria de distrofina afecta la expresión del complejo de  

sarcoglicano (α, β, γ y δ SG) así como también en algunas ocasiones afecta la 

expresión de disferlina. 

•  La ausencia de un sarcoglicano (α-SG) afecta la expresión de  otros 

componentes del DGC (SGs β, γ,  δ y distrofina) así como también de 

proteínas no relacionadas con este complejo  como lo es disferlina. 

•  La principal causa de LGMD fue la deficiencia de disferlina (25.8%). 

• El Western blot permitió cuantificar  a la proteína disferlina en pacientes 

diagnosticados con disferlinopatías por inmunofluorescencia indirecta. 

•  En 12 pacientes (38.7%) no se encontró deficiencia en ninguna de las 

proteínas analizadas. 

•  Los resultados obtenidos muestran una estrecha relación entre las proteínas 

asociadas y no asociadas al DGC ya que la deficiencia de alguna de estas 

proteínas influye en la expresión del mismo. 
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11.- PERSPECTIVAS 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Gráfica 5. Número de pacientes que acuden a nuestros servicios por año. Se 
canalizaron 214 pacientes en los últimos seis años siendo el 2004 el año que más 
número de pacientes recibimos (51). 
 
 
En el laboratorio de Genética Molecular de la Unidad de Investigación Médica en 

Genética Humana del Hospital de Pediatría de Centro Médico Nacional Siglo XXI-

IMSS, se pretende hacer un banco de biopsias musculares para que a futuro, en el 

caso de los pacientes que salieron normales en la expresión de las proteínas hasta 

ahora analizadas, se pueda buscar la deficiencias de otras proteínas relacionadas 

con distrofia muscular, y,  en el caso de los pacientes que si se determinó la 

deficiencia, poder buscar la mutación o causa a nivel de DNA. 

 

En la gráfica 5 se observa una tendencia de aumento en cada año lo que permitirá a 

futuro tener un mayor conocimiento sobre la incidencia de estas enfermedades en 

nuestro país. 
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