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1. INTRODUCCION

1.1. Mdasculo Esquelético

Unido al esqueleto y recubriendo la mayoria de los érganos se encuentra el musculo
estriado esquelético. Las fibras musculares esqueléticas se diferencian de las demas
células por poseer estrias a lo largo de ellas. Su contraccién es voluntaria, aunque a veces
se contrae por reflejos. Tiene la capacidad de contraerse rapidamente y desarrollar fuerza,
aungue necesita periodos de descanso ya que se fatiga con relativa facilidad (Saladin,
2014; Dudek, 2015).

Las células encargadas de la formacion del muasculo son las mesodérmicas, las
cuales efecttan un proceso de transformacion. El resultado de este proceso da como
producto células miogénicas que entran en mitosis y activan varios factores para la
maduracién de las células. El siguiente estadio de estas células son llamadas mioblastos,
células proliferantes que tienen la capacidad de diferenciarse en miotubos. Los miotubos
son células que cumplieron su diferenciacion y se caracterizan por ser multinucleadas.
Sintetizan proteinas musculares como la actina, troponina, miosina, tropomiosina, entre
otras, formando miofibrillas.

Por otra parte, las miofibrilas se encuentran formadas por millones de
miofilamentos, los cuales se encuentran formados por las proteinas que se mencionaron
anteriormente. Las dos principales y mas abundantes que se encuentran formando
filamentos son la actina y la miosina. Dichas proteinas se ensamblan de manera particular y
de manera ordenada formando sarcémeros que seran la unidad contractil del musculo
esquelético estriado. Se le llama fibra muscular al conjunto de miofibrillas estriadas que se
encuentran rodeadas por lamina basal (Franzini-Armstrong & Fischman, 1994; Frontera &
Ochala, 2015).

El musculo esquelético estriado tiene diversas funciones en el cuerpo humano. El
movimiento es una de las principales funciones; por lo tanto, es fundamental para moverse
en el espacio, cambiar de posicidbn o mover partes individuales del cuerpo. Esto permite la

participacién del individuo en actividades sociales y ocupacionales, ademas de mantener o



mejorar la salud contribuyendo a la independencia funcional. Otra funcion es mantener la
postura evitando movimientos no deseados y de igual forma, ayudan a estabilizar las
articulaciones ya que mantienen la tension en tendones y huesos. Contribuye en el
metabolismo y la supervivencia gracias a la capacidad que tiene de producir calor,
aproximadamente el 85% del calor corporal. Ademas de las funciones ya mencionadas, el
musculo estriado almacena, absorbe y utiliza la glucosa. Esto también es de gran
importancia ya que el musculo esquelético ayuda a estabilizar la concentracion de glucosa
en sangre. (Heymsfield et al., 2014; Marieb, 2008; Wolfe, 2006).

Un musculo completo se encuentra conformado por un grupo de fibras musculares
denominadas fasciculos, éstos se encuentran rodeados por una capa de tejido conectivo
llamada epimisio, esta capa es la encargada de las uniones tendinosas o las aponeurosis,
dichas uniones son de gran importancia ya que unen los muasculos a los huesos, cartilagos
o tejido conectivo. Cada fasciculo se encuentra rodeado por tejido conectivo denominado
perimisio. En esta capa también podemos encontrar vasos sanguineos grandes, husos
musculares y nervios (Saladin, 2014; Marieb, 2008).

Las fibras musculares esqueléticas son cilindricas, ndcleos periféricos vy
multinucleadas. La célula muscular se encuentra rodeada de una capa delgada de tejido
conectivo laxo llamada endomisio. Esta porcién de tejido conectivo le dara a la célula un
medio quimico extracelular, ahi es donde se encuentran las fibras nerviosas que inervan el

musculo y los capilares que nutren la célula.
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Figura 1. Morfologjia del musuclo esquelético estriado (Saladin 2014).

1.2. Células Satélite y Regeneracioén
La capacidad de regeneracion que posee la fibra muscular estd asociada con las células
satélite o mioblastos en reposo. Dichas células se encuentran a lo largo de la fibra muscular
entre el sarcolema y la lamina basal. La célula satélite se caracteriza por tener un reducido
citoplasma y numerosas caveolas orientadas hacia la lamina basal. El nacleo de la célula
satélite se encuentra alineado con los nicleos mas cercanos de la fibra muscular. Entre la
fibora muscular y la célula satélite existe una intima relacion, ademas la lamina basal las
cubre a ambas. También se consideran células madre por su capacidad progenitora y de

autorrenovacion (Bischoff, 1994; Zammit et al., 2006; Forcina et al., 2019).



lamina basal

lamina reticular

célula sateéelite

plasmalema

mionucleo

Figura 2. Ubicacion de la célula satélite en la fibra muscular esquelética. Imagen modificada de
Bischoff, 1994

En el musculo estriado esquelético, las célula satélite se encuentran inactivas en el
adulto. Cuando hay una estimulo externo como un trauma, enfermedad o una mayor
utilizacion de los musculos, las células satelites se activan y proliferan. Dichas células
pueden entrar en ciclo celular, proliferar y expresar marcadores miogénicos.
Posteriormente, se fusionaran a las fibras musculares esqueléticas ya existentes o formaran

nuevas miofibrillas (Keire et al, 2013).

Mioblasto

Célula satélite Célula
Lamina basal inactiva satélite / Expansion
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Fibra muscular Regreso a la
inactividad /
/

Mionucleo

Miocito

Fusion y diferenciacion

Figura 3. Diferenciacion de las células satélite. Imagen modificada de Tedesco et al., 2010.



Por las caracteristicas miogénicas que poseen las células satélite, la fibora muscular
puede recuperarse por completo del dafio. No es sélo la peculiar capacidad que tiene para
recuperarse del dafio, si no para operar cambios adaptativos durante el desarrollo posnatal
y aun en la edad adulta. Como se menciond anteriormente, estas células responden a
estimulos tanto autbnomos como externos que intervienen en la decision del destino final de

las células (Valentine, 2017).

1.3. Organelos de la Fibra Muscular Esquelética
Cbémo se menciond, los nucleos se encuentran en la periferia de la fibra muscular cilindrica
y dirigen los procesos fisiolégicos de los componentes celulares en cierta area a traves de
los llamados dominios nucleares. Esta estructura anatomica permite que los fragmentos de
células reaccionen independientemente de otras partes de la célula. Se considera que el
mionucleo de una fibra muscular madura, esta diferenciado terminalmente, con poca o
ninguna capacidad mitética.

A la membrana de la fibra muscular se le denomina sarcolema, es una bicapa
lipidica con proteinas integrales y cumple con las mismas funciones de otra membrana
citoplasmatica. Algunas proteinas que se encuentran en la membrana estan asociadas al
aparato contractil, le dan estabilidad y al correcto funcionamiento de la fibra muscular. Un
grupo importante es el complejo de proteinas asociadas a la distrofina, se compone de
proteinas periféricas, transmembranales y citoplasmicas; estas a su vez se clasifican en
distroglicanos, sarcoglicanos, sarcospan, distrobrevinas y las sintrofinas. De forma general,
este conjunto de proteinas comunica la matriz extracelular con el citoesqueleto de actina y
miosina los cuales son responsables de la contraccion muscular (Ehmsen et al., 2002).

En el sarcoplasma de la fibra muscular esquelética se encuentran varios organelos,
estos tienen funciones especificas que, en conjunto, trabajaran con la fibra para realizar las
funciones mencionadas anteriormente. La red mitocondrial, los tdbulos T y el reticulo
sarcoplasmatico son los principales organelos asociados con la funcionalidad de la célula

muscular.



Los tubulos Ty el reticulo sarcoplasmatico formaran una estructura conocida como la triada,
gue estara conformada por un tdbulo t y dos cisternas terminales del reticulo
sarcoplasmatico (una en cada lado del tabulo). La triada es el componente estructural del
musculo relacionado con el almacenamiento y liberacion de calcio y con el acoplamiento
excitacion-contraccion. La predominancia de algun organelo dependerd del tipo de fibra
muscular (Frontera y Ochala, 2014).

Los tabulos T son invaginaciones del sarcolema, forman un sistema de tubos que
rodean transversalmente la fibra muscular, tiene aspecto de malla densa. Tienen la
capacidad de mantener su integridad en todo momento, incluyendo el momento del acople
excitacion-contraccion, esto para mantener la funcibn muscular y no comprometerla. Este
organelo comunica el medio extracelular con el intracelular, se encarga de transmitir el
potencial de accion que viaja desde el nervio hasta el centro de la célula de manera
uniforme (Jayasinghe & Launikonis, 2013).

El reticulo sarcoplasmatico en la fibra muscular cumple con la funcién de regular,
almacenar, liberar y recapturar el Ca?*. Su organizacion y funciéon son fundamentales para el
rendimiento y funcién del masculo esquelético, ademas de garantizar el acople excitacion-
contraccién. Es una modificacion del reticulo endoplasmico liso; se encuentra entre la unién
de las zonas A e |. Una parte importante de este organelo son las cisternas terminales ya
que es donde se libera el Ca?* y se encuentran en contacto con los tubos T.

La bomba SERCA y la calsecuestrina ayudaran a mantener la homeostasis, ya que
recaptura y estabiliza el calcio, respectivamente, manteniéndolo dentro de las cisternas

terminales del reticulo sarcoplasmatico (Sepulveda-Saavedra, 2012; Lamboley et al., 2014).



triada

mitocondria

fibra muscular
reticulo sarcoplasmatico

cisterna terminal
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Figura 4. Organizacion de los organelos en la fibra muscular esquelética (Al-Qusairi & Laporte,
2011).

1.4. Proteinas Asociadas al Misculo Esquelético
Las actinas son proteinas altamente conservadas evolutivamente involucradas en varios
tipos de actividades celulares. Se trata de una familia de proteinas globulares
multifuncionales que pueden polimerizarse en filamentos e interactuar con varias proteinas
de union a actina, incluyendo al menos seis isoformas humanas. La actina alfa se puede
localizar en el tejido muscular y es un componente fundamental del aparato contractil. La
actina forma filamentos, fundamentales para las mudltiples funciones que realiza dicha
proteina. Los filamentos de actina desempefian un papel importante en muchas funciones
celulares, incluida la contraccion muscular, la sefializacion celular, ademas de la integridad
y el movimiento celular (NCBI, 2021; Varland et al., 2019).

La miosina en el musculo es una proteina hexamerica formada por dos subunidades
de cadena pesada, dos subunidades de cadena ligera alcalina y dos subunidades
reguladoras de cadena ligera. Se ha demostrado que las fibras de tipo | contienen solo
miosina lenta, las fibras de tipo IIA y IIB contienen solo miosina rapida y las fibras de tipo IIC
contienen miosina en proporciones variables (NCBI, 2021; Billeter et al., 1980).

La actina y miosina son fundamentales para realizar el acople excitacién-
contraccion. Ademas de las proteinas contractiles, actina y miosina, se ha reportado que el

musculo esquelético contiene proteinas que no participan directamente en el fenémeno



contractil, pero juegan un papel importante como reguladoras de la contraccion o
manteniendo la integridad estructural de la fibra muscular.

La disferlina es una proteina asociada al sarcolema del musculo esquelético. Se
encuentra relacionada al acople excitacidon-contraccion y a la dinamica del calcio en la
membrana de la célula muscular respondiendo a los cambios de concentracién del Ca?
intracelular causado por el estrés y el dafio de la membrana del tabulo t. También se le
relaciona con la regeneracion y reparacion de membranas. Como ya se mencion0, se
encuentra en la membrana del tdbulo T, cerca de las uniones que conforman la triada del
musculo. La ubicaciéon pareciera estratégica, ya que es donde la homeostasis del Ca?* se
encuentra regulada de manera estricta para interceder en las cascadas de sefializacion que
conservan las funciones normales del musculo (Kerr et al., 2014; NCBI, 2021).

La distrofina es una proteina subsarcolémica de 427 kDa, posee cuatro dominios: un
dominio aminoterminal que favorece la uniébn con F-actina; un dominio central y dos
dominios que son responsables de la unién al sarcolema; uno rico en cisteina y uno
carboxiterminal. Tiene forma de varilla que trabaja en conjunto con el Complejo de
Glicoproteina Asociada a Distrofina (Dystrophin-Associated Glycoprotein Complex, DGC)
(Navarro-Fernandez, 1999). Forma parte de un complejo de glicoproteinas que se
encuentra unido a la membrana, a este se le denomina Complejo Proteinico Asociado a
Distrofina (Dystrophin-Associated Proteins complex, DAP). La interaccion que existe entre
dicho complejo con la matriz extracelular y el citoesqueleto forma un importante vinculo
fisico entre estas estructuras. La distrofina formando parte del DAP, realiza diferentes
funciones como proteger al sarcolema contra el dafio mecanico que puede ocurrir durante la
contraccion o estiramiento del musculo. De igual manera, participa en la transduccion de
seflales desde la matriz extracelular hacia el citoesqueleto de actina, ademas de agrupar
canales de calcio y participar en el mantenimiento de la homeostasis intracelular de este ion
(Le6n-Moreno, 2017; Ervasti et al., 1990).

Los sarcoglicanos en el muasculo esquelético fungen como proteinas
transmembranales formando un complejo proteinico conformado por diferentes tipos de

8



sarcoglicanos. Existen seis secuencias de sarcoglicanos, los cuales son: a, 3,vy,0,€y (. La
funcién del complejo de sarcoglicano es mantener estable al Complejo de Glicoproteina
asociada a Distrofina y fortalecer el enlace entre la distrofina y el distroglicano en la
membrana plasméatica. Este complejo se forma en el reticulo sarcoplasmatico cuando
termina la co-traduccion de las subunidades de sarcoglicano. Para que exista un flujo
correcto del complejo de sarcoglicanos entre el Reticulo Endoplasmético a la membrana
plasmatica, los cuatros sarcoglicanos deben expresarse al mismo tiempo. Se ha observado
en multiples estudios genéticos que las mutaciones en a-sarcoglicano, B-sarcoglicano, y-
sarcoglicano y ©&-sarcoglicano son responsables de las distrofias musculares humanas
(Berger & Tarakci, 2016; McNally, 2013).

La calpaina es una proteasa no lisosomal que regula las funciones de algunas
proteinas, facilita la transduccion de sefiales de calcio y mantiene algunas funciones en las
células, ademas, necesita de Ca?* para su correcto funcionamiento. Existen 16 tipos de
calpainas y se dividen en calpainas clasicas y calpainas no clasicas.

La CAPN3 es una proteina que se encuentra dentro de las calpainas clasicas, es la
Unica en musculo por los altos niveles de expresion del ARNm. Contiene cuatro dominios (I-
IV) y se expresa en miofibrillas, citoplasmay en la triada del musculo esquelético. Dentro de
las funciones de la calpaina podemos destacar el mantenimiento de la integridad de la
triada que, a su vez, promovera la liberacion de calcio dentro de las fibras musculares. Es
necesaria y fundamental para la formacion muscular y un requisito previo para mantener la
funcibn muscular normal. Funciona como regulador del citoesqueleto muscular. Una
presencia baja de calpaina disminuye la cantidad de células musculares y el tamafio de los
miotubos. Por ultimo, es necesaria durante la remodelacion del sarcomero ya que influye en
el proceso de regeneracion muscular (Chen et. al., 2021).

La caveolina es codificada por el gen CAV3 y se encuentra en la membrana
plasmatica de las células, dicha proteina funciona para ordenar y concentrar moléculas
especificas que hacen interaccion con la caveolina, una de ellas es la disferlina que se
encuentra en la fibra muscular. El problema mas comun de la mutacion en el gen es la falla
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en la formacién de caveolas indispensables para el transporte de sustancias dentro de la
célula (NCBI, 2022)

La emerina es una proteina transmembrana rica en serina, que forma parte de las
proteinas de la membrana interna de la envoltura nuclear. Esta proteina realiza diferentes
funciones como: ensamblaje del nucleo, mantenimiento de la estabilidad de la envoltura
nuclear, regulacion de la expresion de ciertos genes, interviene en el anclaje de la
membrana al citoesqueleto. Ademds, hay estudios que demuestran su expresién en
estadios tempranos de la diferenciacion de células musculares (NCBI, 2021; Zubiri et al.,
2015).

Existen distintos tipos de fibras musculares que difieren en caracteristicas
metabdlicas y contractiles. Una clasificacién general es separar las fibras como: Tipo |
(fibras de contraccion lenta) y Tipo Il (fibras de contraccion rapida). La prevalencia de algun
tipo de fibra muscular en los diferentes musculos, ademas de la capacidad contrdctil,
dependera de su funcion, si estd en relacion con el mantenimiento de la postura
(contraccion lenta y no vigorosa) o si las contracciones son rapidas y vigorosas (asociadas
con la flexién de las articulaciones) (De Freitas et al., 2009).

El estado dinamico y funcional del musculo esquelético dependera del equilibrio que
exista entre la sintesis y degradacion de proteinas, y puede verse influenciado por factores
externos como la nutricion, las enfermedades, actividad fisica, el equilibrio hormonal,

etcétera.
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Figura 5. Sintesis de proteinas asociadas con las distrofias musculares (Coral-Vazquez et al.,
2010).

1.5. Distrofias Musculares

Dentro del grupo de las enfermedades genéticas se encuentran las distrofias musculares.
Estas enfermedades son provocadas por defectos en los genes que codifican proteinas
importantes para el funcionamiento e integridad del muasculo esquelético. Las
consecuencias de estos defectos genéticos ocasionan deficiencia o ausencia de proteinas
fundamentales para las células musculares esqueléticas. La deficiencia de estas moléculas
causa desperfectos que pueden alterar las funciones del masculo como la postura y la
locomocion.

La distrofia muscular incluye a un conjunto de enfermedades que se caracterizan por
causar debilidad progresiva a los muasculos esqueléticos, principalmente a los musculos

proximales. (Gémez-Diaz et al., 2012).
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Las afectaciones en las miofibrillas y en el citoesqueleto de la célula muscular dependera
del tipo de patologia. Por ejemplo, las mutaciones genéticas en el complejo distrofina-
glicoproteina se caracterizan por una reduccién en la velocidad de deslizamiento de los
miofilamentos de actina sobre la miosina. La alteracion en los miofilamentos provoca una
deficiencia en la fuerza y en la calidad de las fibras musculares de tipo | y Il. Como
consecuencia, hay un deterioro de la capacidad funcional del musculo esquelético (Frontera
y Ochala, 2014).

Entre las alteraciones histopatoldgicas provocadas por las afectaciones antes
sefialadas, se pueden observar fibras con diferencia de tamafo (atrofia e hipertrofia),
ndcleos centrales y un aumento de tejido conectivo intersticial. El dafio en la fibra muscular
es debido a una combinacion de necrosis y regeneracion. Cuando la enfermedad comienza
a progresar, se observa la sustitucion de las fibras musculares por tejido fibro-adiposo. La
severidad con la que se presente la enfermedad, la edad de comienzo, la evolucion y las
complicaciones dependeran del gen mutado o el tipo de mutacion (Earle y Bevilacqua,

2018).

1.6. Tipos de Distrofias Musculares
Se han descrito diferentes tipos de distrofias musculares: Duchenne-Becker, miopatias
distales, distrofia de cinturas, distrofia oculofaringea, enfermedad de Steinert,
facioescapulohumeral, Emery-Dreifuss, entre otras. Hay diversas formas para clasificar a las
distrofias musculares. Una de las técnicas mas actuales para clasificar estas enfermedades
es considerando la proteina asociada o el modo de trasmision genética. Este Ultimo puede

ser gen autosdmico recesivo, dominante o ligado al gen X (Gémez-Diaz et al., 2012).
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Tabla 1. Clasificacion de las miopatias hereditarias

Distrofinopatias Enfermedad de Duchenne

Enfermedad de Becker

LGMD1A. Miotilinopatia proximal
LGMD1B. Laminapatia
LGMD1C. Caveolinopatia
Autosomicas LGMD1D. Desminopatia proximal AD
dominantes LGMD1E. DNAJB6

LGMD1F. Transportina 3
LGMD1G. HNRPDL

LGMD1H

LGMD2A. Calpainopatia
LGMD2B. Disferlinopatia
LGMD2C. y-sarcoglicanopatia
LGMD2D. a-sarcoglicanopatia
LGMD2E. B-sarcoglicanopatia
LGMD2F. &-sarcoglicanopatia
LGMD2G. Titin-cap o telethoninopatia
LGMD2H. TRIM32

LGMD2I. FKRP

LGMD2J. Titinopatia proximal
LGMD2K. POMT1

Distrofia de cinturas

fé"gg:ﬁ:;cas LGMD2L. Anoctaminopatia proximal

LGMD2M. Fukutina
LGMD2N. POMT2
LGMD20. POMGNT1
LGMD2P. Distroglicano 1
LGMD2Q. Plectina
LGMD2R. Desminopatia proximal AR
LGMD2S. TRAPPC11
LGMD2T. GDP-manosa fosforilasa B
LGMD2U. Isoprenoide sintasa
LGMD2V. a-glucosidasa &cida. Pompe del
adulto tardio
LGMD2W. LIMS2/PINCH2

Distrofia facio- FSH tipo |

escapulo-humeral FSH tipo Il

Valosinopatia

Distrofia oculo-

faringea

Distrofia de Emery- | XL-EDMD o EDMD1

Dreifuss AD-EDMD o EDMD2

1.6.1. Distrofia Muscular de Duchenne
La distrofia muscular de Duchenne (DMD) es una enfermedad que se encuentra ligada al
cromosoma X existiendo una mutacién en el gen de la distrofina. Esta enfermedad afecta a
hombres, las mujeres son portadoras asintométicas. La consecuencia de esa mutacion es la
ausencia de la proteina distrofina citoesquelética o ausencia de esta., tanto en las fibras

musculares esqueléticas cdmo en las fibras musculares cardiacas provocando una
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degeneracién muscular progresiva. Como la afectacion es en ambos tipos de fibra y es
agresiva se le considera la distrofinopatia mas grave y las mas frecuente.

Es una de las distrofias mas comunes y generalmente hay manifestaciones clinicas
alrededor de los 5 afios de edad cuando se observa la pérdida de la marcha, entre los 9 y
13 afios el paciente se vuelve dependiente de silla de ruedas ya que pierde la capacidad de
marcha independiente. Sin intervencién médica el paciente muere cerca de los 20 afios de
edad. Si existe la posibilidad que el paciente sea tratado terapéuticamente. puede llegar a
vivir hasta los 30 afios de edad (San Martin P. et al., 2018; Guerra-Torres et al., 2019).

Los sintomas aparecen a una edad temprana, puede existir retraso en el desarrollo
motor y de lenguaje, normalmente no corren y no saltan. La debilidad en los musculos
proximales de la cintura pélvica comienza entre los 3 y 6 afios de edad. La debilidad de
musculos como los cuadriceps, deltoides, biceps, triceps, musculatura abdominal, axial y
respiratoria es progresiva.

Las contracturas se hacen mas frecuentes conforme avanza la enfermedad y
aparecen en las extremidades inferiores en equino de ambos pies, en flexion de las rodillas,
abductores y extensores de las caderas, mientras en las extremidades superiores las
contracturas son en flexién de codos, pronacion de antebrazos y flexién de dedos.

Las afectaciones en el musculo cardiaco aparecen en la adolescencia provocando
una disfuncion cardiaca. De igual manera, se desarrollan miocardiopatias dilatadas y estas
van asociadas a arritmias provocando la reduccion de la expectativa de vida de las
personas que padecen esta enfermedad.

La disfuncién cognitiva no siempre se presenta, pero puede ser leve o grave
asociado a rasgos autistas, estas alteraciones no son progresivas (Mercuri et al., 2019;

Perera-Canul et al., 2019).
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1.6.2. Distrofia Muscular de Becker
Al igual que la DMD, la distrofia muscular de Becker (DMB) esté relacionada con una
mutacion en el cromosoma x en el exdn 5. Dicha mutacién provoca un déficit en la proteina
distrofina de las fibras musculares esqueléticas (Sanchez et al., 2019).

Afecta a varones desde la infancia (5 afios) hasta la edad adulta (30 afios o mas). La
intensidad de la debilidad que presentan los pacientes tiene una gran variacién. En general,
la BMD se desarrolla més lentamente que la DMD vy, en promedio, el inicio de la
enfermedad se asocia con una progresion mas lenta de la debilidad muscular.

El sintomas mas frecuente es la hipertrofia de gemelos. Las personas con DMB
pueden presentar debilidad muscular leve de las extremidades 0 en casos mas graves, los
pacientes presentan tetraparesia donde es necesario el uso de silla de ruedas eléctrica para
moverse.

En la mayoria de los pacientes con DMB la disfuncién respiratoria es mas leve que
en la DMD aunque no se descarta el uso de ventilacibn no invasiva nocturna. Se ha
observado que la afectacién cardiaca no se correlaciona necesariamente con la enfermedad
del musculo esquelético, aun asi, los pacientes pueden presentar una miocardiopatia
dilatada con aumento del riesgo de arritmias auriculares o ventriculares. Son comunes los

problemas de aprendizaje en personas con DMB. (Diaz-Manera, 2017; Wicklund, 2013).

1.6.3. Distrofias Musculares de Cinturas
Abarcan un variado nimero de mutaciones genéticas lo que amplia su diversidad,
haciéndolas un grupo heterogéneo de miopatias. La edad de aparicion de los sintomas
dependerda del tipo de distrofia. Algunas se manifiestan desde la infancia o pueden aparecer
en la edad adulta tardia. Al igual que la edad de aparicion, la gravedad clinica varia
dependiendo de la alteracion. Por lo tanto, algunas son relativamente leves y lentas,
mientras que otras causan debilidad muscular severa a una edad temprana.

Al ser un grupo amplio de enfermedades se clasifican en 2 grandes grupos, esto
dependera del patrén de herencia: autosdmica dominante (LGMD1) o autosémico recesivo
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(LGMD2). Adjunto a este niumero hay una letra que indica el orden en que se encontr6 cada
locus cromosémico. La distrofia de cinturas autosémicas dominantes es menos comun y
generalmente menos grave que la forma recesiva, y representa alrededor del 10 % de todos
los casos de distrofias de cinturas.

De manera general, las distrofias musculares de cinturas muestran un patrén de
debilidad de la cintura escapular que afecta los musculos proximales de los brazos y las
piernas, pero puede existir debilidad en otro tipo de musculos. Algunas de las
caracteristicas clinicas son: desarrollo temprano del pie caido, asimetria en la debilidad
muscular, contracturas de las extremidades, calambres musculares prominentes, alas
escapulares, hipertrofia de la pantorrilla, miocardiopatia o anomalias del sistema de
conduccion cardiaca (Narayanaswami et al., 2014; Poza Aldea et al., 2017; Reyes et al.,
2020).

Un ejemplo de las DMC autosémicas dominantes es la caveolinopatia, enfermedad
asociada a la mutacién del gen CAV3 que codifica caveolina-3. Se ha observado que la
mutacion interviene en la sintesis de caveolina-3 en el sarcolema de la fibra. De igual forma,
dicha mutacién provoca la acumulacién de residuos dentro de los organelos de la célula
comprometiendo el funcionamiento de esta. La enfermedad comienza habitualmente hacia
los 5 afios siendo evidente la debilidad muscular y la distrofia muscular que va de leve a
moderada. Los pacientes presentan signo de Gowers, calambres al momento del ejercicio e
hipertrofia en pantorrillas (Liewluck & Milone, 2018; Fulizio et al., 2004).

Las calpainopatias son un ejemplo de DMC autosémicas recesivas. El responsable
de esta distrofia es el gen que codifica para calpaina-3. Esta enzima se encuentra asociada
al sarcoplasma de la fibra. La edad de comienzo es entre los 8 y los 12 afios, pero se han
registrado casos entre los 2 y los 65 afios. La debilidad en gliteo mayor, en abductores del
muslo y la aparicion de una escépula alada son de los primeros signos. La atrofia muscular
es caracteristica en la calpainopatia, sin embargo, hay personas que presentan hipertrofia
de pantorrillas al comienzo de la enfermedad. También se padecen contracturas en
extremidades inferiores. La musculatura facial y la del cuello no se ven comprometidas,
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ademas, no hay afectacion respiratoria y los pacientes no presentan cardiopatias. La
capacidad para caminar se pierde a los 10 a 20 afios después del inicio de la enfermedad,
aungue algunos pacientes aun pueden caminar a los 50 o 60 afos (Dubowitz, 2007;

Quilacio et al., 2022).

1.6.4. Sarcoglicanopatias
Existen 4 tipos de sarcoglicanopatias y se definen dependiendo del sarcoglicano afectado
(alfa, beta, gamma y delta). Los signos clinicos, la gravedad y el inicio de la enfermedad
dependera del tipo de mutacién que presente el paciente.

En general, el inicio es entre los 6 y 8 afios en la mayoria de los pacientes con este
tipo de distrofia. Los musculos que se observan gravemente afectados tempranamente son
aductores, posteriores del muslo y los gluteos. Ademds, presentan escapula alada,
hiperlordosis lumbar e hipertrofia en las pantorrillas La debilidad muscular es parecida a la
que se observa en las distrofias Duchenne-Becker. En los casos mas graves, se pierde la
deambulaciéon en la adolescencia mientras que, en los casos mas leves, los pacientes
pueden llegar a la edad adulta y seguir caminando. Los pacientes pueden presentar eventos
cardiorrespiratorios. En las sarcoglicanopatias no se ha encontrado discapacidad intelectual

o conductual (Rojas-Marcos, 2019; Vainzof et al., 2021).

1.6.5. Distrofia Muscular de Emery-Dreifuss
Esta distrofia muscular presenta dos tipos y se encuentran asociadas al cromosoma X, la
distrofia muscular de Emery-Dreifuss asociada a emerina (tipo 1) con mutacion en el gen
gue codifica emerina por herencia recesiva. Y la distrofia muscular Emery-Dreifuss asociada
a lamina A/C (tipo 1), que como su nombre lo indica, hay una deficiencia en la codificacion
de dicha proteina por herencia autosémica dominante (Madej-Pilarczyk, 2018).

La edad en donde inician los sintomas es entre los 5 y 10 afios. Se menciona
comunmente una traida de sintomas caracteristicos de esta distrofia: contracciones,
debilidad muscular y dafio cardiaco.
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Al llegar a la primera década de vida, los pacientes presentan dificultad para caminar o
correr ademas de presentar contracturas frecuentes en la extension del cuello, la flexion del
codo y la tension del tend6n del talon que se hacen mas evidentes hasta la adolescencia.
De igual forma, el dafio cardiaco es mas notorio en la adolescencia y los musculos faciales
no tienen afectaciones. La atrofia y la debilidad empeoran cuando las personas llegan a la

edad adulta al igual que el dafio cardiaco (Heller et al., 2019).

1.6.6. Distrofia Facio-escapulo-humeral
Para este tipo de distrofia, el dafio genético es la delecion de copias de un fragmento en la
region subtelomérica del cromosoma 4q (Dubowitz, 2007). Tiene una variabilidad amplia
con respecto a la edad de comienzo como en los sintomas clinicos. De manera general, es
una distrofia progresiva, se caracteriza por la debilidad en los musculos de la cara,
escapulares, miembros proximales y musculos peroneos.

Como caracteristicas clinicas podemos mencionar la escapula alada y asimétrica
acompafada de atrofia proximal de deltoides. También se observa debilidad orbicular de
parpados o una sonrisa invertida. En muy pocos pacientes existe dafio en los musculos
respiratorios. No se observan muchas complicaciones conforme avanza la enfermedad, la
mayoria de los pacientes adultos conservan la capacidad de caminar (Mercuri et al., 2019;

Camario Gonzalez et al., 2017).

1.6.7. Enfermedad de Steinert
También conocida como distrofia miotonica tipo 1 es la enfermedad mas comun en adultos
mayores que afecta a multiples 6rganos llegando a provocar una falla multisistémica. En
esta enfermedad la alteracibn es en el cromosoma 19 provocando una enfermedad
autosdmica dominante.

Esta distrofia se caracteriza por la debilidad en miembros distales, musculos del
cuello y de la cara. Ademas, es muy notoria la miotomia (dificultad en la relajacibn muscular
tras una contraccion voluntaria), fatiga constante, hipersomnia diurna, déficit de atencion y
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retraso mental. Los dafios en el corazon pueden ser leves o causar la muerte del paciente.
A nivel ocular pueden existir alteraciones en la presiéon ocular, alteraciones pigmentarias del
fondo de ojo y membranas epirretinianas (Juvier-Riesgo et al., 2021; Pedrosa et al., 2021;

Gutiérrez et al., 2020).

1.6.8. Distrofia Oculofaringea
Este tipo de distrofia aparece en adultos, entre la quinta y sexta década de vida de los
pacientes. El tipo de herencia de puede ser autosémica o recesiva. La mutacion se da en el
gen PABPN1 en el cromosoma 11. Se describe como una miopatia de inicio tardio,
lentamente progresiva y la severidad es variable (Brais, 2011).

Una caracteristica de esta miopatia es la ptosis (ambos parpados caidos), esta
acompafado de cejas levantadas y frente arrugada. Otros sintomas son: debilidad en
musculo proximales y disfagia. En algunos casos la ptosis es el primer sintoma, en otros es
la disfagia. Los niveles de CPK varian dependiendo de la severidad. En pacientes con
enfermedad leve, la cpk estard ligeramente elevada, en casos severos abra un aumento
significativo de estos niveles. En el caso de la electromiografia, los musculos faciales y

proximales muestran un patrén miopatico (Yamashita, 2021).

Como ya se describio anteriormente, las manifestaciones de estas enfermedades se
pueden presentar en diferentes etapas de la vida. Durante los primeros dias de vida se
puede observar: hipotonia generalizada, escasez de movimientos antigravedad, talipes,
contracturas ocasionales de cadera y rodilla. Los infantes con distrofia muscular raramente
tienen la capacidad de pararse o caminar. A través de los afios se presentan otros
sintomas: debilidad en los musculos proximales y contracturas progresivas. (Bbnnemann et

al., 2014).
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2. ANTECEDENTES

Los primeros casos de distrofia muscular se empezaron a detectar afios antes de que se
identificaran las etiologias genéticas. Los investigadores observaron contracturas y
debilidad muscular en cuello, brazos, piernas, cintura pélvica, etc. Fue hasta después de
1900 que los investigadores estudiaron las distrofias musculares a nivel molecular.

En el estudio de Becker y Kiener en 1955 se describié una nueva distrofia muscular
desconocida y diferente a las ya descritas. Se nombré distrofia muscular de Becker, la cual
era una patologia ligada al cromosoma X. Para esta descripcion se estudié a 14 enfermos
preadolescentes observando debilidad progresiva en los musculos distales, faciales y en
cintura.

En 1966 Emery y Dreifuss describieron una distrofia muscular ligada al cromosoma
X. En las evaluaciones clinicas se notaba un aumento progresivo de la debilidad muscular
iniciando a los 4 o 5 afios de edad. Los musculos mas afectados eran los de la cintura
pélvica, cintura pectoral, también se detectaron contracturas en flexion de los codos y
acortamiento del tendon aquileo. En 1979, esta enfermedad se conocid oficialmente como
distrofia muscular de Emery-Dreifuss.

Al paso de los afios se adecuaron técnicas para hacer un diagndstico clinico mas
preciso como la electromiografia, resonancia magnética muscular y el analisis de los niveles
de creatina-fosfocinasa. Ademas de los estudios de gabinete, la biopsia muscular es
necesaria para confirmar el diagndéstico de cualquier tipo de distrofia muscular, algunos
autores mencionan en sus trabajos la importancia de este procedimiento.

Rojas y Marcos en el 2019 comentan que, de un inicio con la historia clinica del
paciente, seguido de los demas estudios de gabinete, se van acumulando datos para
ofrecer un diagndstico preciso. Cuando se realiza la biopsia muscular se puede confirmar la
sospecha diagnoéstica que se obtuvo de los demas estudios. Los hallazgos histopatolégicos

son variados, pero cominmente se observa necrosis, regeneracion y tejido fibro-adiposo en
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las muestras. Los resultados son una herramienta para definir a qué grupo de distrofia
muscular pertenece. También son Utiles para la clasificacion de estas patologias.

Nascimiento y colaboradores en el 2019, mencionan que la distrofia muscular de
Duchenne-Becker se considera de las mas frecuentes. A los pacientes con sospecha, que
no presentan antecedentes familiares y con niveles de creatina quinasa de 10 a 100 veces
arriba de lo normal se les realiza la biopsia muscular. En algunas ocasiones se lleva a cabo
para confirmar los estudios genéticos observando desestructuracion de la arquitectura
fascicular del musculo entre otras anomalias histolégicas.

Heller et. al en el 2019 explicd que la biopsia muscular se utilizé para la evaluacion
clinica de pacientes con afectacion en el musculo esquelético y con sospechas de Emery-
Dreifuss. Aunque menciona que la biopsia muscular tiene limitaciones con respecto al
diagnostico de este tipo de distrofia muscular. De igual forma, Statland y Tawil en el 2014
realizaron biopsias musculares en pacientes con distrofia facioescapulohumeral para
observar los cambios miopaticos especificos en las fibras musculares.

El microscopio electrénico se ha utlizado para observar las alteraciones
ultraestructurales en las diferentes variedades de distrofia muscular. En 1972 Jiménez
Cardoso, et al. mencionan que se pueden observar cambios ultraestructurales en las células
musculares cuando la enfermedad no ha progresado. En la microscopia de luz no se
observan alteraciones mientras que en la microscopia electronica se pueden observar
alteraciones ultraestructurales como lesiones tempranas y de poca severidad. Cuando la
enfermedad avanza, las lesiones encontradas mediante la microscopia electronica se

encuentran correlacionadas con las manifestaciones clinicas.
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3. JUSTIFICACION

Los hallazgos histopatolégicos han sido fundamentales para la comprension de las
distrofias musculares. Ademas de ser un procedimiento que asegura el diagnéstico de la
enfermedad, la observacion histolégica ayuda a la identificacién, descripcion y clasificacion
de las distrofias musculares. La microscopia electronica ayuda a identificar tempranamente
los cambios ultraestructurales de las células musculares provocados por la distrofia
muscular. También evidencia los cambios provocados por la muerte celular y mutaciones
mitocondriales de las células musculares.

Como se menciond, la actividad en la vida de las personas que padecen algun tipo
de distrofia muscular se ve limitada y en algunas ocasiones mueren a edades tempranas.
Es muy importante que las distrofias musculares sean diagnosticadas correctamente para
un abordaje terapéutico adecuado. Hay ocasiones en las que los pacientes han sido
tratados por periodos prolongados con un diagnéstico erréneo y expuestos a tratamientos
potencialmente nocivos. Un diagnostico equivocado provoca que la enfermedad siga
progresando y en general, afecta la salud de las personas. En la actualidad, el
entendimiento de la patogenia de las distrofias musculares esta siendo utilizado para el

desarrollo de nuevas terapias médicas.
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4. HIPOTESIS

Las biopsias musculares con sospecha diagnéstica de distrofia muscular de cinturas

mostrardn alteraciones histoldgicas y ultraestructurales en la fibra muscular esquelética.

5. OBJETIVOS

5.1.

5.2.

Objetivo General
Evaluar los hallazgos histopatoldgicos y ultraestructurales en el masculo deltoides de
pacientes del Instituto Nacional de Neurologia y Neurocirugia con sospecha

diagnéstica de distrofia muscular de cinturas en el periodo 2008-2022.

Objetivos Particulares

Identificar las alteraciones histolégicas mas comunes en musculo esquelético de
pacientes con sospecha de distrofia muscular.

Identificar hallazgos ultraestructurales en musculo esquelético de los pacientes.
Obtener un banco de muestras de pacientes con sospecha diagndstica de distrofia

muscular.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1. Seleccion de Pacientes
Se eligieron pacientes que presentaban sospecha clinica de algun tipo de distrofia
muscular. Para esto, los médicos especialistas tomaron en cuenta las siguientes
caracteristicas clinicas.
1. Exploracion fisica. El paciente puede presentar diversos sintomas, dependera del
tipo de distrofia muscular que se padezca.
e Debilidad en los musculos proximales, distales, axial y/o craneal. Que se
puede manifestar en:
- Dificultad para levantar brazos, abrir envases, ponerse y/o
mantenerse de pie (sigho de Gowers), subir escaleras.
- Dificultad para respirar.
- Caminata de puntillas.
e Atrofia o hipertrofia muscular. A veces el aumento de volumen se debe a la
sustitucién de musculo esquelético por tejido fibro-adiposo.
e Calambres y contracturas. Se pueden presentar cuando se realiza ejercicio o
cuando se esta en reposo.
e Problemas cardiacos. Las alteraciones son diversas y dependen del tipo de
distrofia muscular qué se padezca.
e Problemas para deglutir.
e Escoliosis.
e Cataratas.
e Problemas cognitivos
2. Niveles de creatinquinasa (CPK). En la mayoria de las distrofias musculares se
presentan niveles elevados, aunque también se puede mantener normal en algunas
otras.
3. Electromiograma (EMG). El resultado de este estudio debe arrojar un patron
miopético.
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6.2. Obtencién de la Muestra

Se obtuvieron 57 biopsias musculares de pacientes del Instituto Nacional de Neurologia y
Neurocirugia con sospecha de distrofia muscular. La biopsia se realiz6 en el musculo
deltoides ya que la mayoria de las distrofias afectan los musculos proximales. Se aplico
anestesia local para realizar la incision de 3 cm aproximadamente y se realiz6 una biopsia a

cielo abierto. Las muestras se colocaron en una gasa dentro de una caja Petri para su

traslado.

Figura 6. Biopsia muscular de deltoides. Asi es como se entrega el musculo para su
procesamiento. La muestra de musculo se encuentra sobre corcho para sumergirla en el
isopentano previamente enfriado en nitrégeno liquido.
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6.3. Microscopia Optica
El analisis histologico se llevé a cabo con el musculo deltoides de los 57 pacientes. Para
ello, la muestra se fij6 con 2 metilbutano (cominmente conocido como isopentano) que
previamente se enfrié en nitrégeno liquido. Las muestras se sumergieron en el isopentano
durante 2 min, cabe mencionar que la muestra se mantuvo en constante movimiento
durante este proceso.

Los cortes se realizaron en el criostato a -20° C con 8 micras de grosor y estos se
colocaron en cubreobjetos de 24 x 24 mm.

Las tinciones que se usaron para la observacion al microscopio fueron H-E
(Hematoxilina y Eosina), que permiti6 observar los hallazgos histopatoldgicos, y T-G
(Tricrémico modificado de Gomori), con lo cual se observé la presencia de tejido conectivo,

vacuolas bordeadas y fibras tipo | y II.

Figura 7. Muestra de musculo delfoides en el criostato a -20°C
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6.4. Microscopia Electrénica
Para la ultraestructura se procesaron las muestras en glutaraldehido al 2.5% por una hora.
Se realizaron 3 lavados de 5 min con buffer de cacodilatos pH 7.2. Para la post-fijacién se
utilizé tetradxido de osmio por una hora y se volvié a lavar con buffer de cacodilatos. Se
deshidrataron las muestras empezando por acetona al 50%, 60%, 70%. 80%, 90%
terminando con 2 al 100% por 10 min cada uno.

La pre-inclusion se realiz6 con acetona:resina epoxica 1:1 toda la noche,
posteriormente se incluyeron las muestras y se dejaron toda la noche a 60°C en moldes de
silicén. Antes de realizar los cortes en el ultramicrotomo se formaron "piramides" para que el

corte se mantuviera mas estable al momento de pasar por la cuchilla.

Figura 8. Bloques para microscopia electrénica.

Los cortes semifinos fueron de 1um de grosor y se tifieron con azul de toluidina. Los cortes
ultrafinos tuvieron un grosor de 60-80 nm, se contrastaron con acetato de uranilo por 20
minutos y citrato de plomo por 10 min. Finalmente se observaron los cortes en el

microscopio electrénico de transmision.
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7. RESULTADOS

7.1. Histopatologia
Las alteraciones mas comunes en las 57 biopsias musculares fueron 11 (Figura 8). En

todas las muestras habia diferencia en la forma y tamafio de las fibras musculares. El tejido
conectivo se nombré dependiendo de su localizacion en el fasciculo. En 57 cortes se
observé un aumento en el tejido conectivo perimisial y en 54 en el tejido conectivo
endomisial. La inflamacion fue encontrada en 48 muestras.

También se tomd en cuenta la posicibn anormal de los nucleos; 45 muestras
presentaban fibras con internalizaciéon nuclear y 41 con centralizaciéon nuclear. En 40
muestras habia fibras en proceso de necrosis o0 necrosadas. El tejido fibro-adiposo se
observo en 27 cortes, 20 presentan vacuolas en las fibras musculares. Los hallazgos con
menor incidencia fueron las fibras en fusion que se encontraron en 8 muestras y la pérdida

de la arquitectura fascicular en 14 muestras.

Hallazgos Histopatolégicos
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Figura 9. Hallazgos histopatolégicos encontrados en las 57 muestras observadas: CFYT=
Cambio en la forma y tamafio de la fibra; IN= Internalizacion nuclear; CN= Centralizacion
nuclear; FN= Fibras en necrosis; I= inflamacién; FF= Fibras en fusién; PAF= Péredida de la
arquitectura fascicular; T.C PERIM= Tejido conectivo perimisial; T.C ENDOM= Tejido conectivo
endomisial; T.F.A= Tejido fibro-adiposo; V= Vacuolas.
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La célula muscular tiene una forma poliédrica, es multinucleada y estos se encuentran en la
periferia de la célula. El masculo estriado esquelético cuenta con varias laminas de tejido
conectivo ubicadas en distintos niveles.

En pacientes con distrofia muscular se observé que hay cambios caracteristicos en
la morfologia de la fibra muscular. Estos cambios dependeran del tipo de distrofia muscular,

el avance y la gravedad de la enfermedad.

7.1.1. Cambio en la Formay Tamafo de la Fibra Muscular

Hubo musculos que no presentaron cambios significativos en su morfologia (figura 10). Sin
embargo, habia un cambio en la forma de las fibras musculares perdiendo su forma
poliédrica. Algunas fibras se comenzaban a hipertrofiar y otras a atrofiar, esto hacia
evidente la diferencia en el tamafio de las fibras. En algunas muestras, los nlcleos seguian
en la periferia, mientras en otros, los nicleos comenzaban a migrar hacia el centro de la
fibora. En estas muestras también se observaba un aumento en el tejido conectivo

interfascicular, intrafascicular o en ambos (figura 11).

Figura 10. Corte transversal de musculo estriado esquelético. Se observan los fasciculos
conservados con un ligero aumento en el tejido conectivo endomisial y perimisial. Las fibras
musculares con leves alteraciones presentan un cambio en la formay tamafio. Los nucleos de
la fibra se mantienen en la periferia. Tinciones: A. Hematoxilina-Eosina (100x), B. Tricrémico
Modificado de Gomori (100x).
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Conforme avanza la enfermedad, los cambios en la fibra muscular se hacen mas notorios.
Las fibras musculares presentan hipertrofia y atrofia y se observa mayor internalizacion y/o
centralizacion nuclear (figura 12). EI nUmero de fibras en necrosis no es significativo en
musculos distroficos no tan deteriorados. También pueden observarse algunas fibras en
regeneracion y fibras en fusion. El aumento anormal de tejido conectivo indica el comienzo
del deterioro de la estructura del musculo esquelético ya que se empieza a deformar su
arquitectura normal y las fibras musculares también pierden su organizacion habitual.
Dependera de la gravedad y tiempo de la enfermedad para que se puedan manifestar mas

alteraciones en el tejido muscular.

Figura 11. Corte transversal de musculo estriado esquelético. Se observa un ligero aumento
en el tejido intrafascicular e interfascicular pero los fasciculos siguen conservados. Las fibras
musculares presentan diferencia en forma y tamafio, ademas de fibras en necrosis. Hay
internalizacion y centralizaciéon nuclear. Tinciones: A. Hematoxilina-Eosina (100x), B.
Tricromico Modificado de Gomori (100x).
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Figura 12. Corte transversal de musculo estriado esquelético. Se observan los fasciculos
conservados con mayor cantidad de tejido conectivo intrafascicular y interfascicular y tejido
fibro-adiposo. Hay diferencia en tamafio y forma de la fibra muscular. También se observan
algunas fibras en regeneracion (abalonadas) y fibras en fusiéon. De igual forma, se observa
internalizacion y centralizacion nuclear. En B se observa que el fasciculo presenta
caracteristicas miopéticas. Tinciones: A. Hematoxilina-Eosina (100x), B. Tricrémico
Modificado de Gomori (100x).

" >

e, Y
Figura 13 Corte transversal de musculo estriado esquelético. Hay un aumento del tejido
conectivo interfascicular pero los fasciculos siguen conservados. Se observa una diferencia
en la forma y tamafio de las fibras musculares. Lo que resalta en esté figura es el aumento de
fibras con internalizacidn y centralizacion nuclear. Tinciones: A. Hematoxilina-Eosina (100x),
B. Tricrémico Modificado de Gomori (100x).
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7.1.2. Migraciéon Nuclear

La migracién de uno o varios nucleos de la fibra muscular hacia el centro, es un hallazgo
comuUn dentro de las distrofias musculares. De manera mas detallada, 45 de los 57
pacientes presentaron internalizacién nuclear, mientras que en 41 muestras se observé
centralizacion nuclear en la fibra muscular.

La fibra muscular posee mdltiples ndcleos que se encuentran en la periferia.
Tendran forma esférica y con un tamafio uniforme. Tras la observacion de las laminillas, el
ndcleo de las fibras musculares distréficas no se encontraba en su posicién original (figura
14).

Algunas fibras presentaban centralizacion nuclear, esto ocurre cuando solo un
ndcleo migra (figura 15). En cambio, la internalizacién nuclear es cuando todos los nicleos
lo hacen (figura 16). En los dos casos, los nucleos se alejan de la periferia y migran hacia el
centro de la fibra muscular. También se puede observar que algunas veces, los nucleos
pierden su forma esférica y son picnoticos.

En algunas ocasiones, las muestras presentan una gran cantidad de tejido
inflamatorio y en una vista panoramica no se alcanzan a diferenciar. Cuando se observan a
mas aumento, los nucleos se diferencian de las células inflamatorias por su tamafio, forma y
la mayoria de las veces, las células inflamatorias son laxas y se logra visualizar la forma de

su nucleo. (figura 17).
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Figura 14. Corte transversal de musculo estriado esquelético. Fibras abalonadas o en
regeneracion. En el apartado A se observa una fibra abalonada rodeada por tejido
inflamatorio. Los ndcleos con apariencia irregular y picnéticos van migrando de la periferia
hacia el centro. En B, la fibra abalonada tiene sus nucleos en el centro de la fibra. Tinciones:
A. Hematoxilina-Eosina (400x), B. Tricrémico Modificado de Gomori (400x).

\

Figura 15. Corte transversal de muasculo estriado esquelético. Centralizacién nuclear. En los
dos apartados se observan tres fibras musculares que perdieron su forma poliédrica, sus
nucleos son picndticos y algunos no poseen la forma esférica original. Tinciones: A.
Hematoxilina-Eosina (400x), B. Tricrémico Modificado de Gomori (400x).
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Figura 16. Corte transversal de musculo estriado esquelético. Internalizacion nuclear. Las
fibras distréficas presentan nudcleos centrales. La mayoria poseen una forma alargada y son
picndticos. Tinciones: A. Hematoxilina-Eosina (400x), B. Tricromico Modificado de Gomori
(400x).

— e - o %, "R < —
Figura 17. Corte transversal de musculo estriado esquelético. Diferencia entre los nucleos de
la fibra muscular y células inflamatorias. En A podemos observar internalizacidon nuclear, los
nucleos de la fibra muscular perdieron su forma esférica y son picnéticos. En B se observan
células inflamatorias sobre la fibra muscular, su tamafio es mas grande y se visualiza el
nucleolo. Tinciones: A. Hematoxilina-Eosina (400x), B. Tricromico Modificado de Gomori
(400x).
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7.1.3. Aumento de Tejido Conectivo
El tejido conectivo es un indicativo de que tan grave y avanzada estd la enfermedad. Suele
aumentar en el endomisio (figura 18) y/o en el perimisio (figura 19) y normalmente esta

acompafiado de fibras en necrosis e inflamacion. Por la presencia anormal de este tejido, la

arquitectura del fasciculo va perdiendo su forma original.

Figura 18. Corte transversal de musculo estriado esquelético. Se observa mayor cantidad de
tejido conectivo interfascicular. Hay cambio en la formay tamafio de la fibra predominando las
fibras hipertréficas. También se aprecian algunas fibras en fusion. En el apartado B se pueden
observar las fibras en necrosis con presencia de tejido inflamatorio. Las fibras presentan
centralizaciéon e internalizacion nuclear. Tinciones: A. Hematoxilina-Eosina (100x), B.
Tricrémico Modificado de Gomori (100x).
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Figura 19. Corte transversal de muasculo estriado esquelético. En la figura el tejido conectivo
intra e interfascicular es abundante en la muestra. Hay diferencia en forma y tamafio de las
fibras y algunas fibras en necrosis. Ademas, se aprecia centralizacion e internalizacién
nuclear y tejido inflamatorio. Tinciones: A. Hematoxilina-Eosina (100x), B. Tricrdmico
Modificado de Gomori (100x).
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7.1.4. Fibras en Regeneracién

El musculo esquelético tiene la capacidad de regenerarse gracias a las células satélite. En
las distrofias musculares, las fibras musculares tratardn de recuperar el tejido muscular
dafiado y aumentard la presencia de fibras en regeneracién. Estas fibras tendran forma de
baldn, y en algunas ocasiones se observan mas tefiidas que las demas fibras (figura 20). La
arquitectura fascicular puede conservarse, pero el tejido fibro-adiposo va a deformarlo y lo

sustituird impidiendo la recuperacion del tejido dafado.

,,/ o — & g ' \ Ly | e
Figura 20. Corte transversal de muasculo estriado esquelético. En A se observan varios
fasciculos miopaticos y hay tejido fibro-adiposo rodeandolos. En B el tejido inflamatorio se
encuentra en el perimisio. La mayoria de las fibras son hipertr6ficas pero se observa la
presencia de fibras en regeneracién (asterisco). También se observan fibras en necrosis y
fibras con vacuolas. Hay centralizacién e internalizacién nuclear. Tinciones: A. Hematoxilina-
Eosina (40x), B. Tricrdmico Modificado de Gomori (100x).
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7.1.5. Necrosis, Inflamacién y Vacuolas

Una de las caracteristicas del deterioro del tejido muscular esquelético sera la presencia de
fibras en necrosis. A diferencia de las fibras musculares afectadas, regularmente, estas
fibras se observan menos tefiidas que las demas (figura 21, 22). Cuando la fibra lleva
mucho tiempo deteriorandose, solo se alcanzara a ver un remanente de su contorno y habra
presencia de células inflamatorias alrededor o sobre ella.

En algunos pacientes se encontraron anomalias poco comunes como los son las fibras en
fusion y las fibras rojas rasgadas. En algunos tipos de distrofias musculares las fibras se
acercan dejando un pequefio espacio entre ellas, el hallazgo se denomina fibras en fusion
(figura 21:C,D). Dependiendo el dafio en las fibras musculare y el avance de la enfermedad,
se han observado fibras rojas rasgadas, estas se caracterizan por tener un contorno rojizo
que se nota més en el T-G (figura 21 E,F) .

Mientras el tejido conectivo aumenta, en algunos tipos de distrofia se puede
observar el aumento de células inflamatorias. En una vista panoramica, se podré observar si
la inflamacion esté focalizada (figura 23, 24) o difusa entre el tejido conectivo perimisial y
endomisial (figura 27).

Aun si la inflamacién se encontraba en el endomisio y/o perimisio, era muy comun
ver tejido inflamatorio en las fibras musculares comprometidas (con ruptura, vacuolas o
necrosadas). También se observo células inflamatorias presentes durante la necrosis de la
fibras. En ocasiones solo se encuentra rodeando la fibra (figura 25: C, D), si la fibra
muscular se encuentra en un grado més alto de deterioro, las células inflamatorias invadiran
la célula muscular, observandose fibras rotas, con huecos o fragmentadas (figura 26). En un
estado final se apreciara solo la sombra de las fibras ya que estaran totalmente cubiertas

por tejido inflamatorio (figura 26: E, F).
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Figura 21. Corte transversal de musculo estriado esquelético. En el apartado A también se
puede observar que la fibra en necrosis ya no tiene un contorno definido, se observan algunas
células inflamatorias rodeandola y las células qué se encuentran alrededor de ella estan
atréficas e hipertroficas, esta Ultima se observa fragmentada. En el apartado B la fibra en
necrosis se ve de un azul més tenue que las demas fibras, no se le observan niicleos y esta
rodeada por tejido inflamatorio. Las fibras cercanas son atréficas e hipertroficas con
centralizacion nuclear. En C se observan dos fibras en fusion y a lado de ellas la sombra de
una fibra muscular invadida por tejido inflamatorio. En D la fibra en necrosis se aprecia mejor,
de igual forma, a un lado hay dos fibras fusionandose. En ambos apartados se observa la
presencia de tejido conectivo. En los apartados E y F se observan fibras rojas rasgadas, en el
tricromico se puede observar el borde de la fibra con una coloracion rojiza. Tinciones: A, C, E
Hematoxilina-Eosina (400x Y 100X), B, C,F Tricrémico Modificado de Gomori (400x Y 100X).
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Figura 22. Corte transversal de musculo estriado esquelético. En esta figura podemos
observar tres fibras musculares en diferentes etapas de la necrosis. De izquierda a derecha, la
primera fibra muscular estd fragmentada, invadida por tejido inflamatorio. La fibra de en medio
esta menos tefiida, con tejido inflamatorio y se observa ligeramente fragmentada en algunas
partes. En la ultima fibra se aprecia solo el sarcolema y se observan algunos cuantos
macrofagos en el centro de esta. Tincion: Hematoxilina-Eosina (100x).
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Figura 23. Corte transversal de musculo estriado esquelético. En los apartados A y B se
observa abundante tejido conectivo intra e interfascicular y tejido inflamatorio focalizado.
También podemos observar fasciculos miopaticos, estos tendradn una terminacioén curva.
Empieza a formarse el tejido fibro-adiposo. En los acercamientos C y D se logra ver la
diferencia en forma y tamafio de las fibras musculares, la centralizacién e internalizacion
nuclear, fibras en necrosis y vacuolas. En D se observa qué tan concentrado puede estar el
tejido inflamatorio en ciertas zonas del fasciculo. Tinciones: A. Hematoxilina-Eosina (40x), B.
Tricrémico Modificado de Gomori (40x). C. Hematoxilina-Eosina (100x). D. Tricromico
Modificado de Gomori (100x).
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Figura 24. Corte transversal de musculo estriado esquelético. En esta figura podemos
observar como el tejido inflamatorio esta invadiendo varias fibras musculares del fasciculo
para empezar con el proceso de necrosis. Ademds, observamos algunas fibras en fusion.

Tinciones: A. Hematoxilina-Eosina (100x).
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Figura 25. Corte transversal de musculo estriado esquelético. Diferentes grados de
inflamacion en fibras musculares distréficas. En A la fibra muscular esta rasgada, se
encuentra rodeada por tejido conectivo y algunas cuantas células inflamatorias. En B, la fibra
muscular tiene un menor tamafio con respecto a las qué estan a su alrededor, la presencia del
tejido inflamatorio es mayor que en A. En el apartado C, ya no se observa el sarcolema de la
fibra muscular, se encuentra rodeada por tejido inflamatorio y su color es mas tenue con
respecto alas fibras a su alrededor. En D, la fibra muscular se observa fragmentada e invadida
por tejido inflamatorio. Tinciones: A y C. Hematoxilina-Eosina (400x), B y D. Tricrdmico
Modificado de Gomori (400x).
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Figura 26. Corte transversal de musculo estriado esquelético. Presencia de tejido inflamatorio
en el proceso de necrosis. En los apartados A y B, el tejido inflamatorio se interné en la fibra
muscular rompiéndola en el proceso de necrosis. En C y D, el tejido inflamatorio cubre
totalmente la fibra muscular y no se distingue la forma original, incluso se observa menos
tefiida que las fibras de alrededor. En F y E, la fibra estd completamente necrosada, se
distingue la forma irregular de la fibra pero ya se encuentra invadida por el tejido inflamatorio.
Tinciones: A, C y D. Hematoxilina-Eosina (400x), B, D y F. Tricromico Modificado de Gomori
(400x).
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Las vacuolas son huecos que presentan las fibras musculares distréficas en deterioro. Si en
el T-G se observa un contorno rojizo, se le denominan vacuolas bordeadas. Es un hallazgo
gue se formard dependiendo del tipo de distrofia muscular. Conforme la fibra se deteriora,
podemos observar que el diametro de las vacuolas aumenta. De igual forma se observa que
a la fibra muscular se le puede formar una o varias vacuolas (figura 28). Las caracteristicas

de las vacuolas (didmetro, si es bordeada y cantidad) dependera de la gravedad y/o tiempo

de la enfermedad.

Figura 27. Corte transversal de musculo estriado esquelético. En A, la diferencia de tamafio y
forma de las fibras musculares e infiltrado inflamatorio. En B destaca la presencia del tejido
conectivo interfascicular con infiltrado inflamatorio, este Ultimo también est4 rodeando las
fibras musculares. En el apartado C se observan fibras con vacuolas, hay internalizacion y
centralizacién nuclear. En D, se puede definir qué las vacuolas observadas en C son
bordeadas. También se observan las fibras en necrosis rodeadas por infiltrado inflamatorio.
Tinciones: Ay C. Hematoxilina-Eosina (100x), By D Tricrémico Modificado de Gomori (100x).
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Figura 28. Corte transversal de musculo estriado esquelético. Formacion de vacuolas. En el
apartado A y B se observan fibras con una vacuola de pequefio didAmetro, ademas estan
rodeadas por fibras atréficas y necrosadas. En C un acercamiento de una fibra abalonada con
vacuola. En D gracias a la técnica de tincidn se observa el borde rojizo de la vacuola
bordeada. En E una fibra atréfica con varias vacuolas. En F un grupo de fibras con vacuolas
bordeadas. A la fibra sefialada con la flecha se le estd empezando a formar la vacuola.
Tinciones: A y C. Hematoxilina-Eosina (400x), B, D, E y F. Tricrémico Modificado de Gomori
(400x).
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7.1.6. Tejido Fibro-adiposo

Dentro de las caracteristicas histolégicas que se encuentran en muestras de pacientes que
llevan un largo tiempo manifestando la enfermedad, es la sustitucién de tejido muscular por
tejido fibro-adiposo. En figuras anteriores se observa el aumento del tejido conectivo y
algunos adipocitos dentro del tejido conectivo. Conforme la enfermedad avanza, la red de
adipocitos se hace mas notoria y definida. EstAd se encontrara en el perimisio y en el
endomisio (figura 29).

Después de mucho tiempo transcurrido de la enfermedad, la sustitucién de musculo
por tejido fibroadiposo sera bastante notorio. Las fibras musculares se volveran atrofiadas e
insuficientes para formar o mantener los fasciculos. Aumentara la cantidad de tejido
conectivo y se formard la red de adipocitos, posteriormente, la cantidad de tejido adiposo
sera igual que la del tejido conectivo y formaran el denominado tejido fibro-adiposo (figura
30).

Las fibras musculares se pueden observar hipertroficas y atroficas, también habra
fibras en regeneracion (figura 31). Estas mismas fibras presentan necrosis, estan rodeadas
por tejido conectivo, tendran vacuolas y no seran funcionales para el tejido muscular.
También habra presencia de tejido inflamatorio que rodeara la fibra muscular para
eliminarla. En pacientes con una enfermedad longeva o grave, el tejido adiposo aumenta y

la sustitucion de tejido muscular es mas evidente (figura 32).
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mas definida la sustitucion de musculo por tejido fibro-adiposo. Hay tejido conectivo
interfascicular y diferencia en formay tamafio de la fibra. También se puede observar la
internalizacion, centralizacion de nucleos y fibras en necrosis. Tinciones: A. Hematoxilina-
Eosina (100x), B. Tricromico Modificado de Gomori (100x).

Figura 30. Corte transversal de musculo estriado esquelético. El tejido fibro-adiposo se
encuentra sustituyendo el madsculo esquelético. De igual forma, se observa pérdida en la
arquitectura del fasciculo. Las fibras musculares se observan con alteraciones en su formay
tamafio. Tinciones: A. Hematoxilina-Eosina (40x), B. Tricrémico Modificado de Gomori (40x).
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Figura 31. Corte transversal de musculo estriado esqueletlco La arqwtectura fascicular se ha
perdido, hay sustitucion de tejido muscular por tejido fibro-adiposo y abundante tejido
inflamatorio. Las pocas fibras que se observan tienen una forma abalonada o estan en
necrosis. Tinciones: A. Hematoxilina-Eosina (40x), B. Tricromico Modificado de Gomori (40x).
C. Hematoxilina-Eosina (100x). D. Tricromico Modificado de Gomori (100x).

Flgura 32. Corte transversal de musculo estriado esquelético. En A podemos observar un
segmento de musculo deltoides con un mayor grado de deterioro. Ya no hay arquitectura
fascicular y hay sustitucién de tejido muscular por tejido fibro-adiposo. Hay diferencia en la
forma y tamafio de las fibras y algunas presentan vacuolas. En B, se observan un importante
numero de fibras en regeneracién y tejido conectivo endomisial. Tinciones: A. Hematoxilina-
Eosina (40x), B. Tricrémico Modificado de Gomori (100x).
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7.2. Cortes Semifinos

Con los cortes semifinos se debe seleccionar una parte mas especifica de la muestra. El
campo visual que obtenemos en la muestra es mas corto para la microscopia electronica.
En las muestras procesadas se destaca la diferencia en forma y tamafio de la fibra
muscular. La internalizacion y centralizacion nuclear ademas de inflamacion y tejido fibro-

adiposo.
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7.3. Ultraestructura

7.3.1. Sarcolemay Linea Z
Tras la observacién de cortes ultrafinos en el microscopio electrénico de transmision, se
encontraron alteraciones en la fibra muscular.

El sarcolema tiene como funciones principales comunicar a la fibra muscular con la
matriz extracelular, da proteccion y las proteinas transmembranales la unen con el aparato
contrdctil. El sarcolema de las fibras musculares distréficas presenta alteraciones (figura
33), asi como posibles rupturas. Ademas, la lamina basal se encuentra desprendida de
este.

En el endomisio de una fibra muscular sana, se observan los diversos organelos que
posee la fibra muscular. En la figura 33 resalta la acumulacién de tejido conectivo y diversos
agregados en el sarcolema. Es dificil distinguir algin otro organelo debido al dafio en la
fibra. También se observaron células satélite en la periferia de las fibras.

De igual forma, en el sarcoplasma de la fibora muscular se observan espacios con
acumulos moleculares, esto sugiere dafio en las miofibrillas.

La linea o disco Z forma parte del sarcémero que es la unidad funcional del musculo
esqueletico. En las muestras observadas, la linea Z presenta irregularidades, si observamos
los acercamientos, podemos distinguir que ya no hay una continuidad de estos. Sefialando

un dafio en el aparato contractil. (figura 34)
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Figura 33. Micrografia electrénica de co

observar fibras musculares y el sarcoplasma con abundante tejido conectivo. El sarcolema se
observa con alteraciones (asterisco). Las discos Z pierden su continuidad. Ademas, se

observa la presencia de células satélite (cs) cerca de la lamina basal de la fibra muscular.
800x.

rte transversal de musculo esquelético. Podemos
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Figura 34. Micrografia electrénica de corte transversal de musculo esquelético. A. Los discos
Z de la fibra muscular ya no se encuentran en linea recta (flecha) y entre las miofibrillas hay
espacios donde se observan acumulos granulares (asterisco). B. Se puede observar que los

discos Z han perdido su continuidad (flecha). A: 800x. B: 2000x.
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7.3.2. Mitocondrias y Vacuolas.

La mitocondria es uno de los organelos fundamentales para la funciéon de cualquier célula.
En musculo esquelético, las mitocondrias se encuentran rodeando la miofibrilla y tienen una
forma ovoide, posee una doble membrana y de una de ellas se forman las crestas.

Las mitocondrias que se observaron en pacientes con distrofia muscular presentan
deformidad y se distingue desde una vista panoramica (figura 34). Al hacer una
acercamiento, podemos observar que este organelo ha perdido su forma original. Algunas
son mas alargadas, redondas y varian en tamafio. Tambien hay algunas que han perdido
sus crestas (figura 35).

Las vacuolas bordeadas y no bordeadas que se observaron en la microscopia Optica
se pueden observar dentro de la fibra muscular como pequefios huecos con filamentos

dentro de la miofibrilla (figura 35).

¥ X3,

Figura 35. Micrografia electrénica de corte transversal de musculo esquelético. En A 'y B
podemos observar las miofibrillas rodeadas por mitocondrias que han perdido su forma
normal y algunas de ellas han perdido sus crestas (punta de flecha). En el centro de la
miofibrillas observamos las vacuolas bordeadas (flecha). A: 5000x B: 6000x.
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7.3.3. Células Satélite y Macréfagos.

Las células satélite tienen una gran importancia dentro de la fisiologia y regeneracion del
musculo esquelético. Se pueden identificar por la posicion entre la membrana y lamina
basal, su escaso citoplasma y la forma gque poseen.

En las figuras 36 se logra capturar la presencia de las células satélite en estrecha
unién con la fibra muscular. Algunas se encontraban alteradas y su citoplasma presenta
muy electrodenso. En otras se lograba distinguir el citoplasma y su nucleo (figura 38).

Como mencionamos anteriormente, es dificil distinguir otros organelos debido al
dafio en la fibra muscular. En los acercamientos, se distinguen células que participan en la
respuesta inflamatoria como los macréfagos. De igual forma, algunas huellas de

mitocondrias y reticulo sarcoplasmatico (figura 38).
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Figura 36. Micrografia electronica de corte transversal de musculo esquelético. En el
sarcoplasma de la fibra muscular se pueden observar diversas células y vestigios de algunos

organelos como el reticulo sarcoplasmético (punta de flecha). También observan algunos
macrofagos (flecha) y parte de una célula satélite (cs). 5000x.
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7.3.4. Lisosomas y Granulos de Lipofuscina.
Los lisosomas son organelos membranosos esféricos que participan en la digestion celular.
En las muestras, se pudieron observar la presencia de lisosomas. En algunos casos, los
lisosomas se observaban electrodensos y en otras ocasiones se encontraban vacios. Estos
se encontraban rodeados de fibras de colageno (figura 37).

Junto a los lisosomas, se observaron granulos electrodensos (figura 38), al hacer un
acercamiento se observaron acumulos de lipofuscina en la periferia de la fibra muscular

(figura39).
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Figura 37. Micrografia electronica de corte transversal
imagen podemos observar que en el sarcoplasma de la fibra muscular hay un grupo de

lisosomas electrodensos (6valo) y fibras de colageno (c). 3000x.
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Figura 38. Micrografia electronica de corte transversal de musculo esquelético. Cerca de las
fibras musculares, se encontraron lisosomas (6valo), los cuales estaban en grupo o
separados a lo largo del sarcoplasma. En esta imagen también se pude observar una célula
satélite (cs). 1500x.
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Figura 39. Micrografia electrénica de corte transversal de masculo esquelético. Cerca de las
miofibrillas se observé un acumulo de lisosomas (asterisco) y granulos de lipofuscina
(estrella). Algunos lisosomas son mas electrodensos que otros (flecha). A: 5000x. B: 10000x.
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8. DISCUSION

8.1. Biopsia Muscular

En los Ultimos afos, la genética y la inmunohistoquimica han construido las bases para
mejorar el entendimiento y diagnoéstico de las enfermedades neuromusculares. Gracias al
avance en el conocimiento de estas enfermedades, se ha podido definir caracteristicas
histopatoldgicas lo cual precisa, orienta o modifica el diagnostico de las distrofias
musculares. El diagnostico de las enfermedades neuromusculares es multidisciplinario y la
biopsia muscular forma parte del grupo de técnicas para hacer mas preciso el diagnéstico
(Quijano-Roy & Gémez-Garcia De La Banda, 2018; Suarez & Araya, 2018).

En el Instituto Nacional de Neurologia y Neurocirugia, la biopsia muscular se realiza
para confirmar la sospecha clinica y determinar el tipo de distrofia muscular que presenta el
paciente. Los médicos realizan una exploracion fisica, examinan los niveles de
creatinfosfoquinasa (CK o CPK) y el electromiograma para asi ordenar la biopsia muscular.
Esto concuerda con la revision realizada por Ridaura-Sanz en el 2008 donde menciona el
uso de la biopsia muscular en el diagnéstico pediatrico de distrofias musculares se sugiere
la exploracion fisica, los estudios clinicos y el electromiograma. De igual forma, utilizan las
mismas técnicas, tanto de procesamiento como de tincién para reportar los hallazgos
histopatoldgicos. Con base en los resultados de los estudios antes citados, se define que

tipo de distrofia muscular presenta el infante.
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8.2. Diagnéstico de las Distrofias Musculares

Como se menciond anteriormente, la biopsia muscular por si sola no puede utilizarse para
dar un diagnéstico completo de la enfermedad, existen otros métodos para sustentar los
hallazgos histopatoldgicos. En el INNN se realizan técnicas de inmunofluorescencia y
pruebas genéticas para determinar qué tipo de proteina es la deficiente o ausente. En este
estudio no se realizaron estas técnicas, sin embargo, se espera que en un futuro este
trabajo se pueda complementar.

De acuerdo con los trabajos donde se realizd la identificacion de DM, a nivel
histolégico se realizaron técnicas de inmunohistoquimica para observar la ausencia o
deficiencia de la proteina afectada y para realizar un analisis mutacional mas especifico se
realiza el estudio genético Western-Blot (Mhatre et al., 2021; Larson et al., 2018).
Resaltando la importancia de estas dos técnicas; con un cuadro clinico que indica la
sospecha de alguna DM y las pruebas genéticas negativas, la inmunohistoquimica y el
Western-Blot confirman la sospecha de distrofia muscular (Xu C y colaboradores en el
2018).

En este trabajo sélo se llevo a cabo el andlisis histoldgico y las técnicas de rutina. Al
respecto, diversos autores han sefialado que, para el diagnostico final de las enfermedades
neuromusculares, la histologia es de suma importancia. Por otra parte, se debe tener un
amplio conocimiento de dichos padecimientos ademas de contar con un grupo de
especialistas en el manejo de las técnicas e interpretacion de los resultados. De lo contrario,
el diagnostico de las enfermedades neuromusculares puede ser complicado y/o erréneo
(Grenho-Rodrigues et al., 2021).

Se han reportado casos en el INNN de varias distrofias musculares que presentan
un curso clinico similar entre ellas, incluso al de otras enfermedades neuromusculares. Por
otra parte, existen pacientes con sospecha de DM que han sido errGneamente
diagnosticados debido al amplio espectro clinico y a las manifestaciones inespecificas que
presentan las DM. Teniendo en cuenta lo anterior, las alteraciones histopatolégicas
proporcionan informacién util para el diagnostico de los casos con diagndsticos diferenciales
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amplios. Esto es sefialado por Nilipour en el 2019 en su revisién bibliogréfica sobre la
importancia de la biopsia muscular en el diagnéstico de las enfermedades neuromusculares.
Menciona que estas enfermedades cuentan con un amplio espectro ya que la mutacién en
un gen puede expresar diferentes formas de enfermedad. Igualmente, existen mutaciones
en diferentes genes que muestran diferentes patrones de herencia. Las pruebas genéticas
cdmo Unico método para el diagnostico de las enfermedades neuromusculares no cubre
algunos factores como los son las nuevas enfermedades, nuevos genes y los casos
esporadicos. También enfatiza la importancia de contar con un buen equipo de
especialistas, neuropatélogos, miopat6logos y neurocirujanos para un diagnéstico certero.

Dentro de este trabajo se encuentran pacientes pediatricos que presentaban
caracteristicas clinicas claras referentes a DM. Una de las distrofias mas comunes en
infantes es la Duchenne-Becker y normalmente el diagnostico es mediante pruebas
genéticas (Nascimento-Osorio et al.,, 2019). Los hallazgos encontrados en la biopsia
muscular fueron distréficos como: diferencia en forma y tamafio de la fibra, tejido conectivo
perimisial y endomisial, entre otros. Esto ayud6é al diagnéstico de estos pacientes con
sospecha de distrofia muscular que presentaban pruebas genéticas negativas mientras que
la muestra muscular arrojaba patrones miopaticos. Se han detectado nuevas mutaciones en
los genes que no son detectadas en las pruebas genéticas. Comunmente se analizan 79
exones del gen distrofina para Duchenne, pero en ocasiones las pruebas genéticas no son
lo suficientemente sensibles para la deteccién de nuevas alteraciones en el gen (Cabezudo-
Garcia et al., 2015).

En el caso de los pacientes adultos con resultado genético negativo o sin pruebas
genéticas, se les realiz6 la biopsia muscular y la técnica histolégica encontrando en las
muestras un patron distréfico en el musculo esquelético. En el trabajo realizado por Siddiqui
y colaboradores en el 2019, mencionan que al existir una fuerte sospecha clinica tras la
evaluacion fisica del paciente y tomando en cuenta los resultados de los estudios de
gabinete, los resultados histopatologicos e inmunohistoquimicos, se puede confirmar el
diagnostico inicial. Posteriormente, se realizan los estudios genéticos especificos dado que
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los resultados de la biopsia muscular ayudaron a determinar y orientar el tipo de estudio
genético que se necesita para confirmar la enfermedad.

Ahora bien, el diagnéstico de las distrofias musculares puede llegar a ser complicado
si no se toma en cuenta que estas enfermedades pueden llegar a ser impredecibles a nivel
genético y de igual forma, si de primera instancia no se cuenta con el respaldo
histopatoldgico. En el estudio realizado por Lawlor-Sclavo y colaboradores en el 2022
mencionan que cuando se encuentran nuevas mutaciones, el fenotipo de la enfermedad es
similar al de otras o cuando en la familia existe la misma enfermedad, pero las mutaciones
son diferentes se puede asociar con la heterogeneidad de las distrofias musculares y el

diagnostico debe ser respaldado por la histopatologia de la biopsia muscular.
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8.3. Técnica Histolbgica
Los cortes realizados de manera transversal del musculo deltoides y la fijacién en fresco
ayudaron a visualizar la afectaciéon en la morfologia del musculo, encontrando hallazgos
histopatoldgicos especificos de las distrofias musculares. Esto concuerda con Dubowitz,
2013 quien menciona que para conservar la arquitectura del musculo esquelético y realizar
las técnicas histolédgicas, enziméticas y de inmunofluorescencia es ideal congelar la muestra
en isopentano. Ademas, la orientacion transversal del musculo esquelético proporcionara
mas informacién en cuanto a la morfologia y estado de las fibras que una orientacion
longitudinal.

Para la evaluacion histologica, las tinciones fueron Hematoxilina-Eosina y Tricromico
modificado de Gomori. Dichas técnicas son ideales para la observaciéon de la morfologia en
el caso del H-E y observar si hay presencia de vacuolas bordeadas, tejido conectivo y

diferenciar fibras tipo | y tipo Il con el T-G (Poza et al., 2017).
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8.4. Hallazgos Histopatolégicos

En las 57 muestras observadas se encontro pérdida de la arquitectura de la fibra muscular,
presencia de necrosis en las fibras musculares, fagocitosis y fibras en regeneracion que son
ligadas al aumento de tejido fibro-adiposo que reemplaza al tejido muscular (figura 9). La
afectacion a la morfologia de los masculos esqueléticos distréficos se asocia a la falta de
presencia de la proteina y se manifiesta con los hallazgos encontrados en las muestras.
Esto se debe al déficit o la ausencia de proteinas fundamentales para el buen
funcionamiento de la fibra muscular, afectando la integridad y conservacién de esta
(Quesada-Vargas et al., 2019).

En las 57 muestras se observa cambios en la forma y tamafio de la fibra. Las fibras
musculares pueden verse ligeramente alteradas (figura 10 y 12) o completamente
distroficas y atroficas (figuras 31, 32). Este hallazgo es uno de los mas comunes
encontrados en las distrofias musculares (Pellegrino, 2018). El crecimiento anormal y
disminucion del tamafio de la fibora muscular se encuentran relacionadas con vias de
sefializaciones que se activan tras un estimulo externo o alguna enfermedad. Estan
involucradas una serie de enzimas, proteinas y genes que juegan un papel importante en
procesos degenerativos relacionados con las distrofias musculares como son la hipertrofia y
atrofia en la fibra muscular. (Latres et al., 2005).

En la atrofia muscular se ha observado un aumento en la degradacion de proteinas y
disminucion en la sintesis de estas. En el caso de la hipertrofia muscular, hay un aumento
de sintesis de proteinas y una escasa degradaciéon de las mismas. Los receptores
musculares IGF1 (Factor de crecimiento insulinico tipo 1) que se encuentran inactivos,
provocan una reduccion del nimero y tamafio de las fibras musculares afectando el
crecimiento muscular. Por lo contrario, la sobreexpresién de receptores musculares del
mismo tipo favorece el crecimiento de las fibras musculares. Igualmente, se han estudiado
las diversas vias de sefializacion que controlan el crecimiento muscular (Schiaffino et al.,

2013).
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La internalizacion nuclear se presentd en 50 pacientes y la centralizacion nuclear en
48. La migracion nuclear estaba presente en la mayoria de las fibras musculares distréficas.
En la fibra muscular distréfica se observa un aumento en el numero de nucleos (figura 13).
La migracién nuclear hacia el centro de la fibra ya sea de uno (figura 15) o varios nucleos
(figura 16) es una anomalia recurrente en distrofias musculares. Para enfermedades como
la distrofia miotdénica tipo 1 o enfermedad de Steiner son caracteristicas especificas para la
deteccion de este tipo de distrofias (Benedikt et al., 2004).

El como se posicionan los nucleos de manera normal y correctamente todavia no se
conoce completamente. Este proceso se realiza durante la diferenciacién, maduracion y
regeneracion. Varias proteinas como la actina y desmina dirigen el nacleo a la periferia de la
fibra. Cuando los nucleos se acomodan en una localizacion incorrecta se puede asociar a
las enfermedades musculares ya que se ve afectado el rendimiento muscular. Aln no se
sabe si la internalizacion y centralizacion nuclear son una causa 0 una consecuencia de las

enfermedades musculares (Jabre et al., 2021).

La presencia anormal de tejido conectivo perimisial estaba presente en todas las
muestras y en 54 también se observaba un aumento anormal de tejido conectivo endomisial
(figura 18) y/o perimisial (figura 19). A este hallazgo se le denomina fibrosis, fenémeno que
desata un aumento de células inflamatorias, coldgeno, fibronectina y otras proteinas de la
matriz extracelular. En enfermedades crénicas, la fibrosis es un hallazgo comudn. Las
distrofias musculares son enfermedades crénico-degenerativas, por lo que el aumento de
tejido conectivo y sustitucion de fibras musculares por este tejido es una de sus
caracteristicas. En el masculo esquelético, los factores de crecimiento y citoquinas activan
los procesos inducen la fibrosis entre ellos la produccion excesiva de matriz extracelular

generada por los fibroblastos (Pifiol-Jurado, 2019; Ismaeel et al., 2019).

Las fibras en regeneracion se encontraban presentes en algunas biopsias
musculares. Dichas fibras se podian observar entre las fibras hipertréficas y atroficas (figura
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12) o en gran cantidad dentro del fasciculo (figura 20). La presencia de fibras en
regeneracion en un muasculo dafiado es comdn ya que existe un grupo de células
encargadas en la regeneracion muscular, entre ellas las células satélite. Dichas células
activan factores de crecimiento, produccion de enzimas y demas procesos para reconstruir
el tejido muscular dafiado (Judson et al., 2013; Klimczak et al., 2018).

Sin embargo, en las distrofias musculares, la integridad de las fibras musculares se
encuentra comprometida por el defecto molecular, causando la degeneracion de estas. Los
ciclos de regeneracion y degeneracion se repiten indefinidamente ocasionando una
sobreproduccién de tejido conectivo. Asimismo, la plasticidad de las células de regeneracién
se ve afectada por la expresion de factores de crecimiento que en estos casos no ayuda a
la mejora del musculo esquelético, sino que contribuye al aumento de tejido conectivo como
se observa en la figura 31. Esto a su vez, provoca la disminucion de masa y las fibras
musculares comienzan a degenerarse. Finalmente, la recuperacién del musculo esquelético
dafiado no se logra concluir, aunque exista un grupo significativo de células musculares en
regeneracion (Pifiol-Jurado, 2019; Pessina et al., 2015).

La cantidad de fibras en regeneracion variaba en las muestras observadas. Como se
menciond anteriormente, en ocasiones se observan pocas fibras en regeneracion y en otras
ocasiones eran muy abundantes dentro del fasciculo muscular. Se ha comparado el nivel de
regeneracion en distrofias facioescapulohumeral, miot6nica tipo 2 y la Duchenne teniendo
fisiopatologias, progresion e inicio de enfermedad diferentes entre si. En los tres tipos de
distrofia hay expresiones génicas relacionadas con la miogénesis. Sin embargo, dependera
del fenotipo de la enfermedad, la cantidad de fibras en regeneracion que se formen en el
musculo afectado y de igual forma, el como se va dando el desgaste del musculo

esquelético (Baneriji et al., 2020).

En las muestras de deltoides méas afectadas se observa una severa necrosis en una
cantidad significativa de fibras musculares. Se caracterizaban por estar rodeadas de tejido
inflamatorio (figura 22) o estar menos tefiidas que las otras fibras (figura 21). De igual forma,
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se observan fibras fracturadas (figura 25) con presencia de células inflamatorias. A lo largo
de los afios se han realizado diversas investigaciones en torno al cudl es el factor inicial de
la necrosis en las distrofias musculares. Se han expuesto diferentes hipétesis para explicar
este fendbmeno como el dafio en el aparato contractil por la deficiencia de distrofina, la
homeostasis de calcio, la respuesta inmune e inflamacion y los factores de regeneracion;
finalmente, cualquiera de las hipotesis menciona un desequilibrio en la fisiologia de la fibra
muscular ocasionando muerte celular (Deconinck & Dan, 2007).

Se ha observado que citocinas y factores de necrosis tumoral se encuentran en
cantidades significativas en pacientes con distrofia muscular de Duchenne. Las células
inflamatorias son las fuente principal de los componentes mencionados para hacer crénica
la respuesta inflamatoria. Ademas, el factor de crecimiento tumoral participa en procesos
apoptéticos activando diferentes vias de sefializacién para este evento (De Paepe & De
Bleecker, 2013).

En el caso de la relacion entre la necrosis y el calcio, se han observado varias
opciones para la explicacién de la necrosis en muasculos distréficos. Ya sea por un defecto
en los receptores de rianopiridina, la bomba SERCA o en los poros de la membrana
mitocondrial. También se mencionan posibles alteraciones en el acople excitaciéon-
contraccion y en la recaptura de calcio por el reticulo sarcoplasmatico. Ya sea por una
sobrecarga o una mala captura de calcio en las fibras musculares, se logra explicar la serie

de eventos que producen necrosis en la distrofia muscular (Burr & Molkentin, 2015).

En muestras con mayor afectacion muscular, la inflamacion era notoria
observandose en el perimisio, endomisio y rodeando las fibras musculares comprometidas o
en necrosis, podrias estar focalizada (figuras 23, 24) o difusa (figura 27). Los macréfagos
predominaban dentro de las células inflamatorias como lo observamos en la figura 17. Esto
concuerda con lo analizado por Sewry, los macrofagos son las células que predominan en
esta respuesta inflamatoria en las DM, también pueden estar presentes otros tipos de
células inflamatorias, pero dependera del tipo de distrofia muscular.
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Afadiendo a lo anterior, la aparicion de células inflamatorias es una respuesta iniciada por
la necrosis en el musculo distréfico. La inestabilidad del sarcolema de la célula muscular en
degeneracién permite la entrada excesiva de calcio a la célula e induce la muerte celular.
Esto activa la respuesta inflamatoria que es regulada por proteinas, enzimas y receptores y
llega a través de los vasos sanguineos hasta las células musculares dafiadas (De Paepe &

De Bleecker, 2013).

En 20 muestras se observaron vacuolas en las fibras musculares (figura 28). El T-G
nos ayudo a visualizar si las vacuolas observadas eran bordeadas ya que se el borde de
esta se tifie de rojo como se observa en el apartado E de la figura 28. El diametro de la
vacuola variaba dependiendo del grado de deterioro de la fibra muscular. La coloracion
rojiza que adquiere el borde de la vacuola se debe a los verticilos membranosos qué son
basdfilos. La aparicién de vacuolas en diversos grados se ven en diversos tipos de distrofias
musculares como la distrofia muscular oculofaringea, de cinturas (LGMD), la
facioescapulohumeral, la de Duchenne, Emery-Dreifuss (Sewry, 2010; Dubrovsky et al.,

2009; Serrano, 2015).

La presencia de tejido fibro-adiposo se observd en pocas muestras. En algunas
ocasiones se encontraba en menor cantidad entre los fasciculos musculares (figura 29, 30).
En los casos mas severos, el tejido fibro-adiposo remplazaba al tejido muscular y no se
observaba la arquitectura fascicular (figura 31, 32). Esto concuerda con los resultados del
estudio realizado por Ripolone y colaboradores, tras el analisis de 45 pacientes con
sospecha de distrofia muscular se observaron patrones distréficos, en casos mas severos la
sustituciéon de tejido conectivo. De igual forma, se cuantificd el tejido adiposo y el tejido
conectivo en las muestras encontrando una diferencia entre los controles y los pacientes
con DM.

Se ha estudiado como se activan las células que aumentan el tejido fibro-adiposo en
el musculo esquelético tanto de humano como en raton. En condiciones favorables, las
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células progenitoras fibroadipogénicas se pueden diferenciar en células adiposas y si esta
en contacto con factor de crecimiento, se pueden diferenciar en células fibrogénicas. Los
encargados de regular estas células progenitoras son un conjunto de vias de sefializacion,
factores de crecimiento y genes. En pacientes con distrofia muscular, estos componentes
provocan una acumulacion excesiva de tejido fibro-adiposo que le traerd problemas al

musculo esquelético en su funcion, locomocién e integridad (Moratal et al., 2019).

No se encontr6 un solo tipo de hallazgo en las biopsias musculares, dependia de la
severidad de la enfermedad para que la presencia de un hallazgo predomina mas que otro,
pero siempre se observaba un conjunto de hallazgos en el tejido muscular. Esto ayudo a
diferenciar la distrofia muscular de otras enfermedades neuromusculares. Como se
menciona en el trabajo de Kolbel y colaboradores, existe una relacion entre la respuesta
inflamatoria, la fibrosis y la regeneracion. En pacientes con distrofia muscular LGMDR9,
ciertos macréfagos son productores de factores de crecimiento que contribuyen al aumento
de tejido conectivo. También se observé que un grupo especifico de macréfagos se
encontraba rodeando a las fibras en regeneracion creando un microambiente hostil, por lo
tanto, comprometia el resultado regenerativo. Con respecto a la respuesta inmune entre la
distrofia muscular de Duchenne y la LGMDR9 se observaron que tienen una misma
composicion celular de los infiltrados inflamatorios pero diferentes proteinas expresadas.
Esto puede ser la razon por la que vemos distintos grados de inflamacion y fibrosis entre los

diferentes tipos de distrofia muscular.
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8.5. Hallazgos Ultraestructurales

Cdémo se menciona anteriormente, el diagnostico de las distrofias musculares es una tarea
multidisciplinaria. Las principales técnicas que se realizan son: tinciones histolégicas,
inmunofluorescencia, pruebas genéticas. La microscopia electrénica de transmisién no es
necesaria para dar un diagnostico final, sin embargo, para la investigacion y fines
educativos podemos ilustrar de mejor manera el dafio a nivel ultraestructural en la fibra

muscular.

En el caso del sarcolema de las fibras musculares distréficas podemos observar
algunas alteraciones en su forma (figura 33). En las imagenes se puede observar que la
membrana se encuentra separada de la lamina basal. De igual forma, se observa que
pegado al sarcolema, hay infiltraciones o dafio en las miofibrillas. Diversas investigaciones
recalcan la importancia de las proteinas de membrana y estructurales que se ven afectadas
por las mutaciones que provocan la ausencia o deficiencia de dichas proteinas.

El complejo distrofina-glucoproteina (DGC) son las comunmente afectadas en las
distrofias musculares. Una de las proteinas del DGC son los distroglicanos. Su funcién no
sélo se limita a conectar la matriz extracelular con el citoesqueleto; conecta el sarcolema
con el citoesqueleto de la actina, se han descrito diversas asociaciones con otras proteinas,
lo cual le da la caracteristica de un receptor. También, se encuentra involucrado en el
ensamblaje y mantenimiento de las membranas basales, participan en las vias de
transduccién de sefiales y en el mantenimiento de la uniébn neuromuscular.

Las aberraciones en la via O-glicosilacion de los distroglicanos provocan la
deficiencia o ausencia de estos en la fibra muscular. Esto ha sido estudiado en musculos de
humanos y modelos murinos asociandose a enfermedades neuromusculares como la
distrofia muscular de Duchenne vy las distrofias de cinturas; en estas investigaciones se ha
visto comprometida la estabilidad de la membrana y el aparato contractil. (Cohn, 2005;

Barresi & Campbell, 2006).
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En investigaciones sobre la distrofina, ademas de ser una proteina esencial en el
sarcolema, se le ha asociado con otras proteinas e involucrado en el mantenimiento de la
arquitectura de la uniébn neuromuscular y en la homeostasis muscular. Los defectos
genéticos al codificar dicha proteina provocan los tipos de distrofias mas comunes entre
infantes, distrofia muscular de Duchenne-Becker. La ausencia o deficiencia de distrofina
conduce a la desestabilizacién del sarcolema y la activacibn de numerosos procesos
fisiopatologicos. Uno de ellos se ha observado al momento de la contracciébn muscular,
donde la fragilidad de la membrana facilita la ruptura e inicia la degradacion de la fibra
muscular como lo vemos en la figura (Blake et al., 2002; Dubrovsky et al., 2009).

El musculo esquelético tiene varias opciones para reparar algin dafio en las fibras
musculares. La disferlina es una proteina con dominios sensibles al calcio que se le asocia
a la reparacion del sarcolema. Sin embargo, se ha comprobado su participacion después
del estrés celular regulando la entrada de calcio. En investigaciones sobre esta proteina, por
medio de inmunofluorescencia y mediciones de pH, demuestran la relacién que tiene la
disferlina con los tabulos transversos y la homeostasis de calcio. Cuando existe un déficit de
dicha proteina, no hay reparacion en el sarcolema, ya que modula las proteinas de
reparacion de membrana. De igual forma, cuando hay estrés mecéanico agudo se interrumpe
la homeostasis del calcio lo que provoca dafio en la membrana del tabulo t y desequilibrio

en los niveles de este (Kerr et al., 2014; Waddell et al., 2011).

Los discos Z de las muestras analizadas se observaban deformes y con
discontinuidad (figura 34). Las alteraciones en las diferentes bandas del aparato contractil
se han asociado a la deficiencia de proteinas como las del complejo distrofina-glucoproteina
y las integrinas. En el caso de la distrofina, se ha planteado que la disfuncién de la
distrofina, afecta la capacidad de amortiguacion de la fuerza que viene de la contraccion
muscular y se ve reflejado principalmente en las miofibrillas y en el sarcolema. Por otro lado,
las integrinas, junto con otras proteinas de la fibra muscular, intervienen en la sefializacion y
transmisiébn de sefiales al momento de la contraccion muscular. En pacientes con

72



enfermedades neuromusculares se ha observado una disminucion de estas proteinas, lo

que explica el desgaste de las miofibrillas (Lynch, 2004; Anastasi et al., 2008).

Las mitocondrias que se observaron rodeando las miofibrillas (figuras 34), han
perdido su forma original, su tamafo es variable y algunas han perdido sus crestas (figura
35). Esto concuerda con los resultados de Turki y colaboradores en el 2012, en done
obtuvieron biopsias musculares de pacientes con distrofia facioescapulohumeral y se
sometieron a técnicas histolégicas, enzimaticas y ultraestructurales. Se observo
mitocondrias en grupos, deformaciones en las crestas y separacion de las membranas. Las
reacciones enzimaticas indicaron una disminucion de la actividad citocromo c oxidasa y
sintesis de ATP.

De igual forma, en el caso de otro tipo de miopatias se observa dafio mitocondrial se
han realizaron cortes histolégicos, inmunohistoquimicos y ultraestructurales a pacientes con
miopatias relacionadas con colageno IV se encontré disfuncion mitocondrial y alteraciones
en su estructura (Tagliavini et al., 2014).

Por otro lado, se sugiere que el dafio mitocondrial en enfermedades
neuromusculares se ha descrito como un algo secundario, consecuencia del dafio en la
fibora muscular. Las especies reactivas de oxigeno (ROS) son parte de alto consumo
mitocondrial que realiza el musculo esquelético. Los musculos normales tienen capacidad
amortiguadora para equilibrar estas especies reactivas; en musculos distréficos, la
deficiencia de proteinas lo hace méas susceptible a los dafios causadas por ROS y puede

acelerar la progresion de diversas enfermedades neuromusculares (Mosca et al., 2021).

En la electrénica se pudieron observar las vacuolas bordeadas que caracterizan a
algunos tipos de distrofias (figura 35). Dependeré del tipo de distrofia muscular si la vacuola
es bordeada o lineal, son de caracter autofagico y se relacionan con diversos trastornos
neuromusculares. En el caso de las vacuolas bordeadas, son vacuolas autofagociticas con
proteina amiloide y una alta actividad de fosfatasa acida. En la distrofia oculofaringea se
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pueden encontrar este tipo de vacuolas y el diametro de sus filamentos mediran
aproximadamente 8.5 nm, a diferencia de los que se ven en las miositis por cuerpos de
inclusion que son de 16 a 18 nm de diametro (Dubrovsky et al, 2009; Tomé & Fardeu,

1994).

En las imagenes panoramicas (figura 33) y acercamientos (figura 36: 37) pudimos
observar células satélite alrededor de las fibras musculares. Se podia observar en la
periferia 0 muy cerca de las miofibrillas. Por la diferente localizacion de las células satélite,
se sugiere que dichas células se pueden mover dentro de la fibra muscular para llevar a
cabo la regeneracion. Esto concuerda con lo mencionado por Bischoff en 1994 donde se
describe que las células satélite se activan durante la regeneracion causada por alguna
lesion y pueden migrar grandes distancias dentro del masculo. Sin embargo, también se
observé en la figura que habia células satélite alteradas. Esta anomalia coincide con los
resultados de Ganassi y colaboradores, donde mencionan que en la distrofia de cinturas
LGMDR1, el defecto en el gen CAPN3 causa una deficiencia de calpaina 3 provocando una

alteracion en la funcion de la células satélite en la regeneracion del musculo esquelético.

Entre las fibras musculares se logé localizar algunas células inflamatorias que se
vieron en la microscopia 6ptica (figura 36). Se observaron macréfagos que encontraban
entre las fibras musculares dafiadas cerca del sarcolema. Si bien los macréfagos juegan un
papel importante en la regeneracién muscular, en el caso de las distrofias musculares ha
sido contraproducente ya que la se ve afectada la funcion de estas células cuando se
padece algun tipo de distrofia (Theret et al., 2022).

Una de las posibles causas de la acumulacion de células inflamatorias en las
distrofias musculares son las especies reactivas de oxigeno. Al encontrarse en desequilibrio
la homeostasis de ROS, la via directa que desencadena la inflamacion (NF-kB) se enciende
y las células inmunitarias y/o los tejidos musculares dafiados producen citocinas
proinflamatorias, como TNF-q, IL-1 e IL-6 (Mosca et al, 2021).
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Entre las fibras musculares, destacé la presencia de lisosomas. Estos se
encontraban entre las fibras musculares (figura). Algunos se encontraban en grupos, otros
asociados a los granulos de lipofuscina (figura). La presencia de estos organelos se asocia
al dafio en el musculo provocado por las distrofias musculares. Los lisosomas pueden
secretar sus enzimas cuando hay una respuesta inflamatoria o dafio en el tejido. En el tejido
muscular normal, no se encuentran regularmente ya que sus enzimas podrian provocar
dafio en la fibra muscular (Bischoff, 1994).

Por otra parte, los lisosomas son fundamentales para mantener la homeostasis de la
célula. En condiciones normales, debe existir un equilibrio en la degradacién y sintesis de
proteinas, el cual se pierde en las distrofias musculares. Se ha observado que el aumento
de la autofagia induce a la atrofia muscular, mientras que la disminucién de esta provoca la
degeneracién y la debilidad muscular. Las ROS, también forman parte de este proceso ya
gue se ha visto su participacion en la regulacion de la autofagia y segun su equilibrio sera
beneficioso o perjudicial para el masculo esquelético (Triolo & Hood, 2021; Rodney et al.,

2016).

Ademas de observar lisosomas en grupos, se observé que se encontraban rodeados
por un grupo de granulos de lipofuscina y cerca del sarcolema . Se ha descrito que la
lipofuscina es un grupo de residuos de lipidos y proteinas peroxidados y polimerizados, en
la microscopia electronica se observa como material granular altamente electrodenso. Los
granulos de lipofuscina se asocian a las ROS, estos acumulos se forman debido a la
degradacion incompleta de material heterofagocitario y/o autofagocitario. Este fendmeno se
encuentra relacionado con el estrés oxidativo probado por el envejecimiento muscular. La
acumulacion de lipofuscina se le ha considerado como un marcador de estrés oxidativo
grave, y sea resultado de los dafios observado en la mitocondria (Hutter et al, 2007; Alroy &

Kolodny, 1994).
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9. CONCLUSIONES

Los hallazgos encontrados en las muestras de los 57 pacientes tienen una correlacion
clinico-patolégica dependiendo de la severidad del cuadro clinico.

Se observo que, para el andlisis del masculo esquelético distréfico, se debe emplear
una fijacion en fresco ya que no provoca alteraciones en el muasculo por la técnica de
procesamiento. El andlisis histopatologico realizado en este trabajo ayuda a resaltar la
importancia de esta técnica para un diagndstico completo de las DM. Ademas, ayuda a
dirigir el diagndstico diferencial y optimiza el diagnostico molecular para realizar la
secuenciacion de la proteina afectada. También ayuda a resolver el diagndstico de casos
esporadicos en pacientes con pruebas genéticas negativas.

Para fines diagndsticos, la ultraestructura en distrofias musculares no es necesaria.
Sin embargo, con los resultados obtenidos, se observa que hay mucho campo que cubirir,
ya que no conocemos a fondo que tipo de alteraciones pueda presentar la fibra muscular.
Esto puede variar debido a la heterogeneidad que presentan las distrofias musculares.

De igual forma, ayuda a relacionar y a entender visualmente los eventos moleculares
gue han sido estudiados en estos Ultimos afios con respecto a los eventos en cadena que
provocan el deterioro de la fibra muscular. Las alteraciones observadas tanto a nivel
histoldgico y ultraestructural son reflejo de la deficiencia o ausencia de proteinas.

Se sugiere complementar el estudio con técnicas de inmunofluorescencia y con
analisis estadistico para tener un estudio mas completo sobre el comportamiento de estas

enfermedades raras.
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