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RESUMEN

La Distrofia Muscular de Cinturas (DMC) fue definida en 1954 por Walton y Nattrass.
Considerando las caracteristicas clinicas y genélicas de la enfermedad. Actualmente, se consideran 3
categorias segln los sintomas o afeccion y la edad de inicio:

1.- Distrofia Severa de la Nifiez. Autosémica recesiva en el locus del cromosoma 13q.
2.- Distrofia Leve. Autosémica recesiva en el locus del cromosoma 15q.
3.- Distrofia de [nicio Tardio. Autosémica dominante en el locus del cromosoma 5q.

La DMC puede presentarse en cualquier etapa de la vida, los pacientes presentan dificultad en la
marcha, para subir escaleras, hay posicion fordica, incapacidad para incorporarse del suelo y saltar. La
debilidad es variable, ya que su progresion puede ser lenta o tener un curso muy rapido. La finalidad
del presente trabajo ha sido conocer y determinar las alteraciones ultraestructurales del tejido
muscular de 10 pacientes con diferentes edades y de ambos sexos. Se obtuvieron 10 muestras de
tejido muscular provenientes del cuadriceps de los cuales 2 fueron pacientes masculinos y 8 pacientes
femeninos, con un rango de edad de 8 a 58 afos y con una media de 27 afos. El material se dividio
en 3 partes. En la primera y segunda parte se realizaron estudios de rutina e histoquimicos
enzimaticos para determinar el diagnostico. La tercera parte del material se fijé y proceso siguiendo los
métodos habituales para realizar el andlisis por microscopia electrénica, tanto en secciones
transversales como en secciones longitudinales. L.as alteraciones observadas comunmente fueron la
desorganizacién focal de las miofibrillas, causado por la bifurcaciéon de ellas y la constriccion de la
linea Z, quedando en desfazamiento el sarcomero. También se observé la desintegracion de los
miofilamentos de actina y miosina. Particularmente en algunos casos los miofilamentos gruesos
estaban ausentes, ademas se presenta una dilatacién de las cistemas del reticulo sarcoplasmico. El
depdsito de glucégeno suele ser variable pero tiende a aumentar y se presenta de forma difusa y en
algunos casos las mitocondrias muestran formas irregulares. Estos cambios se relacionan con la
severidad o con el tiempo de evolucién de la enfermedad.




I.- INTRODUCCION

a). -.DESCRIPCION DE LOS ASPECTOS GENERALES QUE DEFINEN A LAS DISTROFIAS
MUSCULARES.

Las distrofias musculares son un grupo de enfermedades determinadas genéticamente
que cursan con fa debilidad muscular progresiva y degeneracién del tejido muscular. Estas

pueden dividirse en varios tipos, con base en la clinica y severidad de la debilidad muscular:
*Distrofia Muscular de Duchenne

*Distrofia Muscular de Becker

*Distrofia Muscufar de Cinturas

*Distrofia Muscular Facio-Escapulo-Humeral
*Distrofia Midtica

*Miopatia Ocular

*Distrofia Oculofaringea

*Distrofia Muscular Congénita

La Distrofia Muscular de Cinturas es una entidad autosémica recesiva, de efectos
variables, que se puede presentar en cualquier etapa de la vida. Los pacientes presentan
dificultad en la marcha para subir escaleras, su marcha es anormal, presentan postura
f6rdica, hay incapacidad para incorporarse def suelo {Gowers positivo). La debilidad es
variable y éstos pacientes pueden ocasionalmente presentar hipertrofia de las pantorrilias, la
evolucién de esta entidad puede ser variable, ya que su progresién puede ser lenta o tener
un desarrrofio rapido. Los estudios clinicos muestran un suero con fosfocreatinina quinasa
(CPK) elevado y una electromiogratia (EMG) con patron miopatico. En fa Distrofia Muscular
de Cinturas, aparece debilidad muscular, atrofia y pérdida de reflejos tendinosos en las
siguientes situaciones:

1) Alteraciones Primarias de Jas Fibras Musculares
2) Lesiones de los Cordones Espinales
3) Lesiones Nerviosas Periféricas



Las Distrofias Musculares se diferencian por:

1) La edad de inicio ge la enfermedad

2) La forma de transmisidn genética

3) El patrén clinico y la secuencia de aparicion de la debilidad muscular

4) Ei grado de evolucidn y la gravedad final. Aunque todas las distrofias se consideran
enfermedades hereditarias, en muchos casos no puede identificarse afectacion familiar. Esto
puede explicarse por la presencia de un rasgo recesivo latente en la familia o por la apéricién
de mutaciones espontaneas. ( Tabla 1), ( Robbins. ef a/.,1989; Arikawa et a/ ., 1991;
Allamand et a/ 1995; Chiannilkulchai et a/ 1995).



Tabla 1. Tipos de Distrofias Musculares.

Tipo Herencia Edad de comienzo Datos clinicos
[>] ligada al|Primera década Debilidad simétrica, inicialmente
saxo pel ] posteri
debilidad de piernas, cintura
escapular y miusculos del tronco,
i i6n de la intel y
afectacién cardiaca.
Becker Recesi ligada al écad \ teve del tipo Duchenne.
sexo
; A a senectud | Generalmente debilidad facial
humeral dominante inicial, escapular y humeral.
Cinturas Autosémica Variable desde la|Dos variantes: Debilidad
recesiva primera hasta la| pelvifemoral y escapular.
sexta década
Miotonica Autosémica Infancia a edad | Dificuitad en la relacién de los
domil riabl musculos distales, manos o pies
y calvicie frontal.
Miopatia ocular Autosémica Variable Debilidad de los musculos
dominante a

veces afectando cara, cuello y
miembros.




It.- ANTECEDENTES CLINICOS DE LA ENFERMEDAD Y CONCEPTO DE LA DISTROFIA
MUSCULAR DE CINTURAS.

Ei musculo esquelético es muy importante ya que nos proporciona el sostén del
cuerpo, por |o cual es necesario conocer como se prodecen los cambios a nivel estructural de
la enfermedad de cinturas.

El concepto de Distrofia Muscular de Cinturas era basado en la clinica no especifica y

caracteristicas genéticas, por lo cual se incluia en varias de las enfermedades
neuromusculares, pero con el desarrolloc de la morfologia, epidemiologia y la genética
molecular se evidencia que la Distrofia Muscular de Cinturas es una entidad heterogénea

compuesta de una amplia variedad de enfermedades. Se pueden separar en tres categorias.

1.- Distincidn genética, mapeada en el locus del cromosomai3q distrofia autosomica recesiva
de la nifiez severa; el cromosoma 15q distrofia autosémica recesiva leve y cromosoma 5q

distrofia autosomica dominante de comienzo tardio. (Chutkow et a/ 1986).

2.- Enfermedades asociadas con un patrén bien definido, de inherencia en pacientes, pero no

especificando caracteristicas morfolégicas y clinicas.

3.- Enfermedades que no pueden ser idenfificadas en las enfermedades neuromusculares
discretas se les designa como Distrofias Musculares de Cinturas.

Referencias de la Distrofia Muscular de Cinturas pueden ser encontradas en aigunas
descripciones en 1884; Erb describe una forma juvenil de distrofia muscular que
primariamente involucra la musculatura de los hombros, sin afectar los muasculos faciales,
esta @s mas benigna que la forma pseudohipertrofia. Las formas Erb de distrofia llegan a ser
conocidas como distrofia Escapulo-Humeral Atréfica Juvenil.



Las descripciones tempranas de Distrofia Muscular por Leyden y Mobius se parecen a tas
descritas por Erb excepto que involucran una afectacién en la cintura pélvica y era referido
como Distrofia Muscular Pelvifemora! Atrofia de Leyden y Mobius. La DMC era confundida
con Atrofia Muscular Espinal y otras enfermedades del sistema nervioso central y periférico.
En 1891 Erb fue el primero en introducir el término de Distrofia Muscular Progresiva, que da
el concepto de Distrofia Muscular como una enfermedad degenerativa hereditaria del
musculo. En 1909 Batten divide las Distrofias en 7 tipos:

1.- Atrofia Simple (Leyden-Mobius)

2.- Pseudohipertrofia (Duchenne)

3.- Juvenil (Erb)

4.- Facio-Escapulo-Humeral (Landouzy-Dejerine)

§.- Distal (Gowers-Spiller)

6.- Miotonia Atrofica

7.- Tipos de Transicién
Esta clasificacién fue usada en 1930 (Shields, 1994; Fardeau et a/ 1996). La Distrofia

Muscular de Cinturas una de las formas menos comunes de DMC con una incidencia de 6.5
por 100.000 individuos que no la tienen, Esta Distrofia puede ser confundida con Distrofia de
Becker. La Distrofia Muscular de Cinturas fue definida en 1954 por Walton y Nattras y
clasificada por las siguientes caracteristicas:

1.- Expresion en hombres y mujeres

2.- Comienzo usualmente tardio en los primeros afios, pero también en la segunda y tercera
etapa y sobre todo a la mitad de la edad aduita.

3.-Transmision usualmente en un autosoma recesivo, pero ocasionalmente como un rasgo
dominante.

4.- Involucra primariamente los musculos de la cintura escapular & musculos de la cintura
pélvica, es frecuentemente asimétrica cuando los miembros superiores son primariamente

involucrados.



5.~ Se extiende de los miembros superiores a los inferiores o visceversa.

6.- Etapa variable de progresion

7.- Incapacidad para caminar dentro de los 20 a 30 afios de edad.

8.- Las contracturas musculares no son comunes, excepto en las etapas avanzadas.

9.- Puede presentarse pseudohipertrofia muscular. (Gilchrist ef a/ 1988; Lim Leland , 1995).

En 1988 un grupo de Investigacion en Enfermedades Neuromusculares, nombrado por
la Federacion Mundial de Neurologia subdivide la Distrofia Muscular de Cinturas en tres

subtipos:

1.- Autosdmica recesiva o tipos esporadicos
2.- Miopatia limitada a cuadriceps
3.- Autosdmica dominante de comienzo tardio

La falta de uniformidad de las distintas clasificaciones tiende ha aumentar las
clasificacién de la Distrofia Muscular de Cinturas, por lo cual las nuevas clasificaciones se

basan en el locus del gene identificado en:

1.- Distrofia Muscular Autosomica Recesiva de la Nifiez de Forma Severa. Que es similar a la

Distrofia Muscular de Duchenne, marcada en el cromosoma 13q.
2.- Distrofia Autosémica Recesiva Leve, marcada en el cromosoma 15q

3.- Distrofia Autosémica Dominante de Comienzo Tardio, marcada en el cromosoma 5q.
(Jackson 1968; Shields , 1994).



La llegada de la genética molecular y el descubrimiento de la Distrofia y de los genes
que causan la Distrofia de tipo Duchenne y Distrofia tipo Becker se debe gracias a la
clasificacion de las Distrofias basadas en el locus del cromosoma afectado. La razon de la
similitud fenotipica a la Distrofia de Duchenne se aclara con el descubrimiento de que en la
Distrofia Muscular de Cinturas hay una deficiencia selectiva de un componente glicoprotéico
de 50-kDa asociado a la Distrofina, porque Ia Distrofia Muscular Autosémica Recesiva de la
Niflez Severa prevalece en los paises del Norte de Africa; el 60-kDa, es también llamado
adhalina. El complejo proteina asociada a [a distrofina (PAD) consiste en 6 proteinas de
59,25, 50, 43, 35, y 156 kDa en peso molecular, probablemente la via es la 59-kDa la cual es
una proteina de la membrana, la 59-kDa esta ligada a 4 proteinas transmembranales PAD 25,
50, 43 y 35 kDa respectivamente, la cual se asocia con la 156-kDa de la proteina de la
membrana periférica extracelular. La Distrofina es una proteina del citoesqueleto
subsarcolemal de la fibra del musculo a la matriz extracelular. La realidad es que la
deficiencia de adhalina resulta en una Distrofia de Duchenne, el complejo PAD juega un
papel crucial en el establecimiento del sarcolema y protege en contra de los mecanismos de
estres, sin embargo la deficiencia de Distrofina Primaria de la Distrofia Muscular de
Duchenne resulta de una deficiencia secundaria del complejo PAD, esto sugiere que el
deterioro es consecuencia de la mutacién de Distrofina en Distrofia de Duchenne por las
combinaciones deficientes de la Distrofina y las proteinas PAD (Matsumura et a/ 1992;
Shields, 1994).

La adhalina es una glicoproteina de 50- KDa que era originalmente caracterizada
como una proteina membranal especifica del sarcolema y subsecuentemente se demostré
que es un componente integral del complejo glicoproteina-distrofina en el musculo
esquelético. El complejo distrofina-glicoproteina es un complejo oligomérico largo consistente
de las proteinas del sarcolema y componentes glicoprotéicos llamados proteinas asociadas a
ia distrofina (PADs) o glicoproteinas asociadas a la distrofina. Estudios bioquimicos y
moleculares de los componentes del complejo, en particular dextroglicanos, pueden
demostrar que éste complejo provee un importante eslabén entre el citoesqueleto y la matriz
extracelular del musculo esquelético. Esta probable estabilidad de la membrana del
sarcolema lo protege del estrés durante la contraccién (Ervasti et a/;, 1990;Campbell , 1995).

7



H.-OBJETIVOS

* Analizar los cambios ultraestructurales que se presentan en la fibra muscular de pacientes
con Distrofia Muscular de Cinturas (Escapular y Pelvica).

** Correlacionar las alteraciones ultraestructurales con la edad de inicio y tiempo de
evolucion de la enfermedad y el sexo del paciente.




IV.-GENERALIDADES SOBRE EL MUSCULO ESQUELETICO NORMAL

£l musculo embriolégicamente se forma de los somitas del mesodermo, cuando el
embrién es de solo 2 6 3 semanas y las masas celulares (somitas) se encueniran en ambos
lados de la linea axial. Algunos de estos somitas llegan a formar los musculos lisos y varias
estructuras mesenquimales, otras partes de la porcién media dorsal de los somitas dan jugar
a células musculares primitivas, que mas adelante formaran las fibras musculares (Kakulas,

1985). Por su estructura el musculo se puede dividir en 2 clases:
- Musculo Estriado

- Musculo Liso

El musculo esquelético se compone de fibras alargadas, fusiformes que se pueden
insertar en septos, trabéculas, fascias, tendones, periosteo o hueso. El musculo presenta dos
movimientos basicos, que son el de acortamiento y el de relajacion. El mdsculo esquelético
se encuentra rodeado por tejido conectivo denso, que lo envuelve completamente y se llama
epimisio. Cada musculo se encuentra compuesto de fasciculos, que son paquetes de fibras
musculares separados entre si por trabéculas conjuntivas que forman el perimisio, finalmente
las fibras musculares de cada fasciculo estan sostenidas por una red conectiva delicada, que

se llama endomisio.

Para la fibra muscular humana y de todos los mamiferos es caracteristica no sélo la
presencia de los elementos contractiles, miofibrillas y del aparato nucleosarcoplasmatico que
asegura la actividad de trabajo de las miofibrillas, sino también la relacién con los nervios en
forma de placas motoras a través de las cuales la fibra muscular recibe los impulsos de
trabajo. En la fibra muscular existen tres componentes citoplasmicos altamente diferenciados

que son:



a).- MITOCONDRIAS

Consta de nicleos y sarcoplasma, mitocondrias ltamadas sarcosomas, complejo
{aminoso y reticulo endoplasmatico rugoso débiimente desarroliado, reticulo sarcopiasmatico
y elemento tubular que constituye el llamado sistema T. Aparato de sostén que incluye fa
boisa conjuntiva de {a fibra muscular y de los septos transversales lineas o estrias Z y linea
M. Esta representado por toda la masa del sarcoplasma junto con los organelos
citoplasméticos y los nicleos. Las estructuras proteicas de trabajo se construyen por |a
céluia, al igual que todas las proteinas estructurales de la misma céluia y las estructuras no

proteicas mediante la sintesis de las proteinas enzimaticas que aseguran la sintesis de
sustancias de naturaleza no proteica.

E{ complejo mitocondrial (sarcosomas) constituye el componente mas desarrollado que
asegura las altas necesidades energéticas de! musculo que cumplen el trabajo mecdnico
intenso, una cantidad grande de mitocondrias se concentra en la regién perinuclear y bajo el
plasmolema (membrana interna) cerca de los capilares, el segundo grupo de mitocondrias se
aloja entre las miofibriflas en particular en la regién del disco }.

tas Hamadas fibras musculares rojas se caracterizan por ia abundancia de
mitocondrias que forman cadenas casi ininterrumpidas tanto por ta periferia de {a fibra como
entre las miofibrillas, para las fibras blancas es caracteristica la localizaciéon de mitocondrias
en la regién perinuclear y en la zona de los disco |, en contacto directo con las lineas 2Z.
(Eliséiev, 1985).

Se establecié que las fibras rojas se distinguen por ia ailta actividad de succinato
deshidrogenasa y (a fosfatasa alcalina y la baja actividad de la fosforifasa en todas las etapas
del desarrollo, mientras que para las fibras blancas adultas se caracterizan por su aita

actividad de la fosforilasa y la baja actividad del succinato deshidrogenasa, asi como la
moderada actividad de la fosfotasa alcalina (Geneser, 1994).



b).- RETICULO SARCOPLASMICO

Las fibras musculares contienen aparatos membranosos especificos relacionados,

posiblemente con la realizaciSn de la funcidn contractl. Ei sistema membranoso

intermiofibrilar recibid el nombre de reticulo sarcoplasmatico. Las fibras musculares de los
mamiferos poseen e} reticuio sarcoplasmético bien desarrollado con cavidades alargadas
que van a lo largo de las sarcomeras entre las miofibrillas y las cisternas terminales situadas
cerca de las lineas Z. A nivel de las lineas Z se localiza el otro componente que es el
sistema T o elemento tubular o sea ei complejo de tubulos que van a través del eje de la
fibra. Los tubulos del sistema T representan invaginaciones de fa membrana externa
(sarcolema) situadas perpendicularmente al eje de la fibra. Las cisternas terminales del
reticulo sarcoplasmdtico y los canales del sistema T forman las figuras caracteristicas
Hamadas triadas, {as triadas en un corte canstan de un extremo contorneado o alargado del
canal del sistema T en el centro y dos contornos ovales o esféricos irregulares de las
cisternas terminales, a la zona de la triada llega e! impulso nervioso que se propaga por la
membrana externa y sus invaginaciones a los tUbulos del sistema T en {a profundidad de la
fibra muscular. A partir del reticulo sarcoptasmico cuyas cisternas en la zona de triadas
colindan estrechamente con los ttbulos del sistema T, sucede la expulsiéon de los iones de
calcio en el citoplasma que se necesita para la contraccion de las miofibrillas.

Los tubulos longitudinales y las cisternas terminales del reticulo sacorplamisco regulan
la concentracion de iones calcio en el ambiente de las miofibrillas. La membrana limitante del
reticuio posee un mecanismo para el transporte activo de calcio y éste es almacenado dentro

de este organelo.



La despolarizacién del sarcolema inducido por una descarga nerviosa, es conducida a lo
largo de la fibra muscular por los tibulos T. Un mecanismo dependiente de ATP en las zona
de contacto de los tibulos T con las cisternas terminales de las triadas da por resultado el
paso del calcio desde el reticulo sacorplasmico y el desencadenamiento de la contraccion de
las miofibrillas. Cuando termina la polarizacién del sarcolema por los impulsos nerviosos se
transporta activamente calcio hacia la luz del reticulo endoplasmico.

Al disminuir la concentracién de calcio en las miofibrillas se suspende la contraccion
(Fawcett, 1993).

ULTRAESTRUCTURA DEL SARCOPLASMA (CITOPLASMA)

E! complejo de Golgi se encuentra cerca de muchos nicleos, las mitocondrias son
abundantes en los polos de los nucleos y por debajo del sarcolema, hay un considerable
numero de ellas alojadas en los espacios estrechos que quedan entre las miofibrillas, de
acuerdo con las elevadas necesidades de energia para la contraccion, su asociacién intima
con los elementos contractiles coloca la fuente de energia quimica (ATP) cerca de los
lugares de su utilizacién en las miofibrillas. El reticulo sarcoplasmico, un sistema continuo de
sarcottibulos limitados por membranas que se extienden por todo el sarcoplasma y que
forman una red canalicular de maya fina en cercania a cada miofibrilla (figura 1 ).

El reticulo sacorplasmico estd en gran parte desprovisto de ribosomas, muestra un
patrén repetitivo y especializado de indiferenciacion local y que mantiene una relacion
constante con las bandas de las miofibrillas estriadas. Los tibulos del reticulo que se
superponen a las bandas A tienen una orientacién logitudinal prevalente pero anastomosada
libremente en |a banda H (figura 2 ).




c).- MAQUINARIA CONTRACTIL DE LbS MIOFILAMENTOS.

Esta constituida de manera fundamental por proteinas. Los miofilamentos se disponen en
paralslo para formar estructuras fibrilares, ias miofibrillas. La disposicién de los miofilamentos
determinalos diferentes tipos de musculo, en el musculo esquelético, los filamentos estan
orientados longitudinalmente y existe una organizacion transversal que se repite de modo
regular. Las miofibrillas son estructuras cilindricas alargadas de alrededcr de 1 micra de
didmetro, cuyas estriaciones resultan de la repeticién de una unidad fundamental, el
sarcémero, limitada por una linea densa, la linea 2. Esta linea se localiza en el centro de una
zona menos densa conocida como banda |, que corresponde al disco relativamente
isotrépico. La banda A, anisotropica a la luz polarizada, tiene una densidad mayor que la
banda I. En ciertas condiciones se distingue una zona menos densa en el centro de la banda
A, que se divide en 2 semidiscos oscuros. Esta zona constituye el disco M (disco de Hensen),
en cuyo centro puede observarse la llnea M. Morfoldgicamente se distinguen 2 clases de
miofilamentos los gruesos formados por miosina. de 100 A de espesor y 1.5 micras de largo,
separados por un espacio de 400 A y los filamentos finos que tienen una composicién mas
compleja, con varias proteinas (actina, tropomiosina y las troponinas), de las cuales la actina
es |la mas importante que tiene 50 A de espesor y 1.0 micras de largo. Ambos tipos de
filamentos se encuentran al mismo nivel y se superponen en una extensién que depende dei
grado de contraccidon del sarcédmero. En el estado de relajacion, la banda | contiene
unicamente filamentos finos, la banda H solo filamentos gruesos, y la banda A filamentos
finos y gruesos que se superponen. En un corte transversal de la banda A, se observa mejor
la disposicidn regular de las 2 clases de filamentos. En el musculo de los vertebrados, cada
filamento grueso esta rodeado de 6 filamentos finos, y cada filamento fino se halla situado
simétricamente entre 3 gruesos, como consecuencia de esa disposicién, el numero de
filamentos delgados duplica a los filamentos gruesos.
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ULTRAESTRUCTURA DE LAS MIOFIBRILLAS

La miofibrilla es la unidad mas pequeiia del material contractii al microscopio
electrénico y esta compuesta por unidades menores: los miofilamentos, éstos son de dos
clases diferentes por sus dimensiones y por su composicion quimica. El patron de bandas
transversales del musculo estriado reflejan la disposicion de estos dos conjuntos de
filamentos. Los miofilamentos de miosiona, mas gruesos de 15 nm de diametro y de 1.5um de
largo son paralelos y estan separados entre si 45 nm. Los conjuntos paralelos de miosina son
el componente principal de !as bandas A y determinan su longitud, los filamentos son algo
méas gruesos en su porcion media y se adelgazan hacia sus extremos, se mantienen en
registro por medio de una delgadas conexiones transversales que estan alineadas en el
punto medio de la banda y dan origen a la linea M. En los cortes transversales, a nivel de la
banda H, los filamentos estan dispuestos con una ordenacién extremadamente regular. Los
flamentos de actina de 5 um de didmetro, se extienden a lo largo de 1um en ambas
direcciones a partir de la linea Z y constituyen asi la banda, no se limitan a esta banda, sino
que se extienden a la banda A, donde ocupan los intersticios entre los filamentos gruesos
ordenados hexagonalmente. En los cortes transversales cerca de los extremos de la banda
A, los perfiles puntiformes de 6 filamentos de actina quedan regularmente espaciados en
torno a cada filamento de miosina, la profundidad a la cual los extremos de los filamentos de
actina penetran dentro de la banda A varia con el grado de contraccion en la relajacion, los
filamentos delgados que se extienden en el interior de la banda desde los extremos opuestos
no llegan a contar. La distancia entre sus extremos determina la anchura de |la banda H, la
cudl se define como una regién central de la banda A en la que no penetran los filamentos de
actina, en las miofibrillas estiradas la banda H es por ello mas ancha, mientras que en estado
de contraccién es muy estrecha o esta completamente ausente (figura 3 ).
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En la regidn de su interdigitacién en los extremos de la banda A, los filamentos
paralelos gruesos y finos estan separados por sélo 10 a 20 nm, esta estrecha distancia es
atravesada por puentes transversales que se extienden radialmente desde cada filamento de
miosina hacia los filamentos de actina que los rodean, cada filamento de actina, al acercarse
a la linea Z, parece continuarse con 4 finas hebras divergentes llamados filamentos Z, cada
uno de ellos corre oblicuamente a través del disco Z, hacia un filamento de actina del otro
lado. Los filamentos de actina al acercarse a la linea Z desde lados opuestos, no coinciden
en un mismo punto, por ello en los cortes longitudinales los filamentos 2 que los
interconectan presentan un caracteristico patrén de zig-zag. Ademas de los filamentos Z
parece que existe un componente amorfo, simplemente Ilamado " material del discoZ"o "
matriz del disco 2" . La naturaleza quimica exacta de los filamentos Z no esta clara. Ademas
de los complejos de filamentos de actina, la banda Z contiene la proteina alfa-actinina, que
contribuye a su densidad electrénica y que juega probablemente algin papel en la union de

los filamentos de actina.

Los filamentos gruesos aislados miden 1.5 um de largo, tienen una region central lisa,
pero hacia cada extremo presentan proyecciones laterales cortas, que corresponden a los
puentes transversales que se ven entre los filamentos gruesos y finos en las miofibrillas
intactas, cuando se lleva adelante la disociacion de estos filamentos se obtienen moléculas
de miosina. Estas son estructuras en bastoncillo de unos 200 nm de largo por 2 a 3 nm de
diametro, constituidas por 2 polipéptidos trenzados helicoidalmente, cada uno de los cuales
termina en una cabeza globular que se desvia lateralmente con relacion al cuerpo de la
molécula, las cabezas de la molécula forman los puentes transversales del filamento de
miosina y son el asiento de la actividad ATPasica de la miosina y el lugar de enlace con el

ATP.



Los filamentos finos aislados son de alrededor de 1 um de longitud y se identifican
bioquimicamente como actina filamentosa (actina F). A aumentos muy grandes tienen un
aspeclo arrosariado y se ha demostrado que estan constituidos por subunidades globulares
de 5.6 nm de did 0, polimerizadas para formar 2 cordones entrelazados helicoidaimente,
cuyas vueitas son de una longitud de 36 nm. Unidas a la doble hélice de actina hay un
filamento de tropomiosina que corre a lo largo del surco entre 2 cordones entrelazados de
actina. La molécula de Tropomiosina es de unos 40 nm de longitud y esta formada por 2
cadenas polipeptidicas en una configuracion helicoidal (Fawcett D. W., 1993).

d).- FUENTES DE ENERGIA

Cuando el musculo realiza poca actividad, los requerimientos energéticos son
cubiertos preferentemente por la degradacion oxidativa de &cidos grasos y cuerpos
ceténicos, pero durante la actividad intensiva se consume una gran cantidad de ATP, por lo
cual ése tejido debe contar con un sistema que le garantice el abasto de energia, y de hecho,
cuenta con dos sistemas eficientes: por un lado obtendra energia al oxidar glucosa por via
anaerobia, con produccién de lactato, tomando la hexosa directamente del torrente
sanguineo y/o degradando sus depodsitos de glucogeno: en relacién con ésta actividad
metabdlica, es importante considerar que el producto terminal de la glucogendlisis es la
glucosa-6-fosfato, que no podra salir de la célula hacia el torrente circulatorio, ya que el
musculo carece de glucosa-6-fosfatasa, por lo que toda la glucosa producida en estos
momentos sera utilizada exclusivamente por la célula muscular.

Por otro lado, cuenta con un verdadero “aimacén de ATP*, pues es capaz de acumular
una gran cantidad de creatinina fosfato, metabolito de alto valor energético que es sintetizado
por la creatinina fosfoquinasa (CPK) por transferencia de un fosfato del ATP a la creatinina;
ésta a su vez es sintetizada en el higado a partir de aminodcidos (arg, gli y met). En el
momento en que la concentracion de ADP aumenta como consecuencia del ejercicio, la
reaccion opera en sentido contrario y el ADP se fosforila. La creatinina fosfato al perder su
fosfato se transforma en creatinina que se difunde libremente al exterior celular y se elimina
por orina (Figura 4).
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Todas las células muscularas son capaces para utilizar los sistemas mencionados
para cbtener energla en forma de ATP, sin embargo, existe heterogeneidad entre ellas, pues
algunas la obtienen praferentemente usando una de las vias metaboticas. En la estructura
tisular del musculo esquelético es posible distinguir por medios histoquimicos dos tipos de
fibras; las llamadas fibras tipo |, que son células que llevan a cabo preferentemente procesos
oxidativos aerobios como medio para obtener su aporte energético, son inervadas por
neuronas motoras de descarga lenta y participan en el mantenimiento del tono postural; por
otro lado, las fibras del tipo Il son ricas en enzimas glucoliticas, inervadas por neuronas de
descarga rapida y participan en actividades musculares de reaccion (Vadilio y Gonzalez

1990).

g).- GLUCOGENO

Las células de los animales almacenan os carbohidratos en forma de un polimero de
fa D-glucosa, segun las necesidades de la propia célula, es despolimerizade dando lugar a
glucosa, que a su vez constituye una de las principales fuentes energéticas para los
procesos metabdlicos y cadenas carbonadas cortas, que son utilizadas de nuevo en las
sintesis constituyentes del protoplasma. los principales drganos de almacenamiento de
carbohidratos en el arganismo son el higado y el musculo esquelético, aunque en las células
del resto de los Grganos existen también pequedias cantidades de éstos compuestaos. E)
glucdgeno no es visible en las preparaciones histoldgicas habituales, sin embargo cuando es
muy abundante se puede tediir mediante {a reaccién del acido peryddico de Schiff . Con el
microscopio electronico el glucégeno se observa en forma de granulos densos de 20 a 30
nm, con un contorno irregular que se denominan particulas beta. En el higado éstas
particulas se agrupan formando agregados de mayor tamafio, las particulas alfa que se
pueden localizar en cualquier parte del citoplasma pero que pueden estar mas concentradas
en las zonas con abundante reticulo endoplasmidtico liso. Se ha sefalado que las
membranas de éste organelo contienen las enzimas glucégeno fosforilasa que convierten el
glucégeno en glucosa, y glucosa 6-fosfatasa que esta implicada en fa degradacidn de la

glucosa 6 glucdlisis (Fawcett, 1996).
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El élucégeno y lipidos ambos son depdsitos del misculo normal en varias cantidades
segun el tipo de fibra, pero en clertas enfermedades cantidades excesivas pueden
acumularse en dreas donde los filamentos tienden a degenerar. También pueden encontrarse
en la membrana ligados a sacos, los cuales son considerados de origen lisosomal (Dubowitz
1973).
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V.- MATERIAL Y METODO

Se analizaron las biopsias practicadas en 10 pacientes que fueron enviados al
Laboratorio de Neuropatologia Experimental del Instituto Nacional de Neurologia y
Neurocirugia "Manuel Velasco Sudrez". Y que provenian de diferentes instituciones
hospitalarias con Diagnostico de Distrofia Muscular Progresiva. Los pacientes fueron
hombres y mujeres de edades diferentes, incluyendo nifios. La biopsia fue tomada del
musculo cuadriceps por tener valores normales conocidos de este musculo. Para tomar la
biopsia se anestesid localmente la parte donde se toma la muestra, infiltrando la piel con
Xilocaina al 2 % y se procede a hacer una incision de 1.5 a 2.5 cm en direccién de las fibras
musculares, la piel se retrae y se expone la fascia muscular, el misculo se remueve y se
sujeta con las pinzas y se procede a aislar un cilindro muscular de 1.5 cm de longitud por 0.5
cm de ancho, el cudl se sujeta con hilo de sutura. El fragmento de musculo se recibe en una
gasa humedecida en solucion fisioldgica y se deja reposar 30 minutos a una temperatura de
5 °C para evitar la contraccion de |as fibras, posteriormente la muestra de tejido se divide en
tres partes. La primera se congel6 en Nitrégeno liquido y se cortd en el criostato realizandose
secciones de 5 micrometros de espesor y se tifleron con hematoxilina y eosina, tricrémico
modificado de Gomori, y se sometieron a las siguientes reacciones histoquimicas: ATPasa
pH 9.4, 4.6 y 4.3, NADH- tetrazolium reductasa. La segunda porcién de musculo se fijo en
formalina e incluyé en parafina. La tercera porcidn se utilizd para la parte experimental de
ésta tesis, como se describe a continuacion:

Para Microscopia Electrénica se cortd la muestra en pequefios fragmentos de 1 mm®
aproximadamente en direccion de las fibras y se fija en glutaraldehido al 2.5 % en buffer de

cacodilato 0.1 M a pH 7.2 durante 1 hora a temperatura ambiente.

2.- Se enjuagé la muestra en amortiguador de cacodilatos durante 10 minutos.
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3.- Se post-fijé la muestra en tetradxido de osmio al 1 % por una hora.
4.- Se enjuag6 la muestra en el mismo amortiguador por 10 minutos.

5.- Se procedié a la deshidratacion con acetonas graduales de 50%, 70%, 90% y dos
cambios en acetona de 100%, 10 minutos en cada una.

6.- La preinclusién se realizé en acetona a! 100%-Epdén en partes iguales por 18 horas.
7.- Se incluys la muestra en resina epéxica ( EPON ) y se polimerizé a 60 °C por 18 horas.

8.- Se tallé la pirdmide en los bloques de resina, se realizaron los cortes semifinos de 1 micra
de espesor, con un ultramicrotomo Reichert Austria Om U3 y se tifileron con azul de toluidina

para elegir el drea de estudio.

9.- Luego se realizaron cortes finos de entre 60 y S0 nm de espesor, montados en rejillas de
cobre y contrastados con Acetato de Uranilo al 3 % y Citrato de Plomo al 0.3 %, por 15y 10
minutos cada uno respectivamente.

10.- Se observaron las rejillas en el Microscopio Electrénico Zeiss EM-10 y se tomaron las
electromicrografias de las dreas seleccionadas a diferentes aumentos desde 4794x hasta
46665x respectivamente.

11.- Se realizé la Interpretacion de cada una de las iméagenes registradas (10 a 12 por caso) .
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Vi.- RESULTADOS

De los 10 pacientes diagnosticados con Distrofia Muscular de Cinturas se observd
que 6 tenlan una edad de inicio que fluctuaba entre 6 a 27 afios, con un tiempo de evolucion
a partir de los primeros sintomas de 2 a 8 afios, de estos 4 eran del sexo femenino y 2 del
sexo masculino presentandose debilidad en ambas cinturas, inicidndose en la escapular y

siendo mas marcada en la cintura pélvica.

En el suero la creatinina fosfoquinasa se encuentra elevada de 300 a mas, normal
para hombres CPK270V/I y para mujeres CPK150V/! (valores de referencia). ademas también

esta ligeramente elevada la concentracién del glutdmico oxaloacético.

Las Distrofias se consideran enfermedades hereditarias y en muchos casos no puede
identificarse patrén familiar. Esto puede explicarse por la presencia de un rasgo recesivo
latente en la familia o por la aparicion de mutaciones * de novo* espontaneas (Robbis, 1989).
De los casos estudiados, solo 2 presentaron antecedentes con patron autosémico recesivo,
en el andlisis ultraestructural se observé la pérdida de continuidad de la fibra, desfazamiento
y acortamiento de las sarcémeras, con la pérdida de miofibrillas; se identificaron zonas con
abundante glucégeno y mitocondrias de forma irregular (Figuras 17 y 18). En los cortes
transversales se obsevé que las miofibrillas se encontraban muy separadas y con
abundantes depdsitos de glicogeno, mientras que las mitocondrias presentaron forma
irregular. En las miofibrillas se pierde la organizacién de los miofilamentos de miosina y
actina. Los 4 pacientes restantes presentaron una edad de inicio de 6 a 15 afios con un
tiempo de evolucién de 10 a 43 afios. En el caso del paciente (6) con 43 afios de evolucién
de la distrofia, los cambios fueron pérdida de miofibrillas, desfazamiento y acortamiento de
las sarcémeras, abundantes depdsitos de glicogeno, desorganizacién de los miofilamentos y
ausencia de miosina (Figuras § y 6). En la tabla 2 se muestra un resumen de los cambios
morfolégicos observados, en cada caso estudiado y el grado de afeccién o tipo de lesidn que
se presenta en los dos tipos de fibras.
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En la tabla 2a se presentan detalles histopatolégicos en contrados en cada caso. Y en
ia tabla 3 se muestran los aspectos ultraestructurales que se vieron alterados en los casos
analizados
Tabla 2. Resuitad b
morfolégicos cualitativos de cada caso.

por micr pia de {uz. C

.

No. DE Wowcﬁu CINTURA+ _Fm?m FIBRAS TIPO i
CASO (ANOS) AFECTADA
1 10 Pélvica Atréficas * Atroficas *
Hipertroficas*™ Hipertréficas **
2 2 Pélvica Atréficas *** Atroficas ™
Hipertréficas * Hipertroficas*
3 3 Pélvica Atréficas * Atréficas *
Hipertréficas ** Hipertréficas **
4 15 Pélvica Atroficas ** Atréficas **
Hipertréficas ** Hipertréficas *
5 13 pélvica Atrdficas * Atroficas **
Hipertréficas ** Hipertréficas *
6 43 Pélvica Atréficas * Atroficas *
Hipertréficas*™ Hipertréficas**
7 5 Pélvica Atroficas *** Atréficas ***
Hipertréficas * Hipertréficas *
8 6 Pélvica Atroficas * Atroficas **
Hipertréficas * Hipertréficas *
9 6 Pélvica Atroficas * Atréficas *
Hipertréficas * Hipertroficas *
10 8 Pélvica Atroficas * Atréficas *
Hipertroficas™* Hipertréficas**
Clave F ia:* b deradas, *** abund.
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Tabla 2a. Estudio Histopatoidgico.

" No.DE | FIBRAS CANBIOS TEJIDO | NUCLEOS FIBRAS
" CASO PARTIDAS | INTERSTICIALES | ADIPOSO | INTERIORES APOLILLADAS
1 Numerosas No hay - Tipo 1l 16% Numerosas
2 y |Fag . Tipo It 16% Ocasionales
otras fibras infitrado
necréticas inflamatorio
abundante y fibrosis
moderada
3 Numerosas Fibrosis moderada . Tipo 1l 12% Numerosas y
miofibrillas
arremolinadas
4 Numerosas Fibrosis moderada . Tipo Il 10% Ocasionales fibras
arremolinadas
5 Ocasionales No hay . Tipo Il 24% Numerosas
[} Escasas Fibrosis {eve - Tipo 11 5% No hay
7 Numerosas Fibrosis moderada - Tipo 1t 12% Numerosas y
miofibrillas
arremolinadas
[] [+] ] Fibras X - Tipo Il 8% Numerosas
fagocitosis. infilttrado
inflamatorio, fibrosis
teve intrafascicular
] Escasas Fibrosis leve, No hay Tipo Il 8% Ocasionales
escasas fibras
necréticas
10 Escasas Fibrosis moderada, Abundante | Tipoll 5% No hay
acasional infiltrado perl é
inflamatorio intrafascicular

clave ® escaso
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Tabla 3. Resumen de (08 cambios

cada caso estudiado.
y WWWWW
CTASO Y AFECTADAS OE ACTINA Y DE CROMOSOMA
SEXO MIOSINA GLUCOGENO | INVOLUCRADO
ALTERADOS
1-F - . - - 13q
2-F oae v - . 13q
3-M - o - e 13q
4°F - g - = 13q
5°F e - e - 13q
6-F - - - . 15q
7-M - . - - 15q
8-F - . - * 15q
9-F - - - * 15q
10-F - el - - 15q
Clave: * - =
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IMAGENES DEL ASPECTO ULTRAESTRUCTURAL DEL
MUSCULO ESQUELETICO
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Fig. 5
Mujer de 58 afos: Sin antecedentes hereditarios de importancia, alergias al polen y penicilina, inicia su

padecimiento desde los 15 aflos a! notar disminucidn en la fuerza lar del © superior en
forma moderada pero ha sido progresiva. A fos 57 aftos nota la presencia de disminucién en 1a fuerza muscular del
miembro superior izquierdo, también nota dificultad para sublr y bajar as, sin alteraci sensitivas
Micrografia electrénica de un  corte transversal del tefldo muscular del caso 8, en donde sc muestra a tas
miofibrillas muy separadas por edema (E ) y lo de glucég {G) . Acet de Uranilo y Citrato de Plomo.
AT94x-

30



Fig. 6
Micrografia electrénica en un corte tongitudinal y a mayor aumento del caso 6, donde se observan las miofibrillas,

Ias cuales an esp isgregacién {D ), ruptura (R )y pé de mi (P) de

Uranilo y Citrato de Plomo. 9180x
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Fig. 7

Mujer de 18 afios: Inicia su sintomatologla a los 8 afios de edad con d de las extremidades Inferiores y
superiores, manifestada por caidas y para j y subir leras, su
evolucién enta y progresiva. No hay | de la enfermedad. Micrografis electrénica en un

corte transversal del asp g de las miofibrilias del paciente de! caso 1. Hay irregularidad en la disposicién

de los miofil {*) se depé de glucég {(G)yse

[

M ). Acetato de Uranilo y Citrato de Plomo. 46885x

una la (
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Fig. 8

Mujer de 23 afios, inicia su padecimiento a los 10 afios con pérdida paulatina y progresiva en la fuerza muscular
de las extremidades superiores e Inferiores (en forma simultinea) al ir caminando nota disminucién de Ia fuerza o
al realizar sus quehaceres diarios se fatiga al elevar las extremidades superiores, la debilidad se incrementa y cs
incapaz de subir sola las escaleras. Micrografia electrénica de un corte longitudinal del caso 5, en donde se
observa fa Interrupcién y pérdida de los miofilamentos tanto de actina como los de miosina { P ), hay acumulos de

lucéd (G)yalg ias ( M ), la linea Z muestra una altura muy irregular . Acetato de Uranilo y
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Fig. 9
Mujer de 33 afos: Inicla su enfermedad alrededor de los 8 afios y dificultad para subir escaleras. A la edad de 13

afios al caminar sentia que las plernas se le doblaban y a! realizar ejercicio las piernas le temblaban; a partir de los
do y mayor dificultad para subir

6n de ia fuerza del supetrior izq
is.. Micrografia Electrénica de un corte transversal del caso 4, donde los

20 afios a notar di

[/ .con uni en la
cambios estructurales son leves o con menor intsnsidad, donde el tiempo de evolucién fue de 15 afics. Acetato

de Uranilo y Citrato de Plomo. 48885x
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Fig. 10

Nific de 11 afios: Inicia su padecimiento a los B afios de edad, con dolor en ambas plernas, dificultad para sublr

escaleras, debilidad a nivel de cinturas pélvica y escapular, a los 10 afios presenta torpeza al caminar y

persistencla a caminar con las puntas de los ples con pseudohipertrofia de las pantorrillas, ademas presenta ple
q o, hiporr ia generali Micrografia Electrénica de un corte longitudinal del caso 3, donde se nota

la irreg en el P yl de las Was (), T se p un anormal

it drias de di fAos ( M ) Acetato de Uranile y Citrato de Plomo. 15300x

de! sarcémera (S )}y
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Fig. 12
Micrografia Electrénica del caso 7 en un corte longitudinal en donde se nota la irregularidad en el espesor y
! itud de las mi Hlas ( * )., de la sarcémera ( S ), una vacuola de grasa divide a ia miofibritia

{ V). Acetato de Uranilo y Citrato de Plomo. 48885x.
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Fig. 13
Nifia de 8 afios: Inicla su padecimiento a los 8 afios con debilidad en las extremidades inferiores y dificuitad para
sublr sin d! . Micrografl énica de un corte tr deil caso 2 donde se

observan numerosas miofibrillas con d disgregaciéon (D) y ia de miofil (P ) Entre
sllas hay mitocondrias modificadas ( M ). Acetato ds Uranilo y Citrato de Plomo. 37179x

38




Fig. 14
Micrografia Electrénica a mayor aumento del caso 2, en otra regién de ia fibra. Donde se observan miofibrillas
alteradas { Mf) y 2 mitocondrias de forma irregular { M ). Acetato de Uranilo y Citrato de Plomo. 46665x



Fig. 15

Mujer de 29 afios: Inicia su padecimiento a tos 23 afios con dolor lumbar, con dificultad para correr y desde nifia

tuvo debltidad tar, sin familiares. Micrografia Electrénica de un corte longitudinal del caso 8,
en donde se bios en el si “ T ", Hay un plegamiento de las estructuras membranosas con
6 de gl g (G). A de Uraniio y Citrato de Piomo. 48685x.
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Fig. 16

Mujer de 31 afos: inicla su padecimiento a tos 25 aflos, presenta difucultad para subir escaleras y con caidas

i les al caml , disml. {6n de la fuerza en miembros superiores, y se tienen antecedentes familiares de
la enfermedad. Mlcrografia Electrénica en un corte transversal del caso 9, donde algunas miofibrillas muestran
sdlo disg y de fil. de actina y ina{(D), é de glucég {G )y ak

ias (M ). A to de Uranilo y Citrato de Plomo. 46665x
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Fig. 17
Micrografia Electrénica del caso 9 en corte longitudinal, en donde se identifican notorias alteraciones de las
miofibrillas { MT ), las cuales modifican la disposicién de las sarcémeras asl como la ausencla de las sarcomeras

{ S ). Acetato de Uraniio y Citrato de Piomo. 15300x
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Fig. 18

Mujer de 35 afios: Inicia su padecimiento a los 27 aiios, con disminucién de la fuerza de miembros inferiores,
presenta dificultad para subir escaleras, a los 31 afios nota disminucién de la fuerza de miembros superiores,

[ ] d para bjetos p. d su én ha sido lenta, tiene lordosis a nivel lumbar. Tiene
{ irecto d en este caso el padre.Microgratia Electronica del caso 10 en un corte transversal.
Las illas p alter estructurales por la pérdida de miofil gruesos princip (M)

aparecen grianulos de giucégeno dispersos entre las miofibrillas { G ). Acetato de Uranilo y Citrato de Plomo.
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Las observaciones realizadas mediante microscopia electrénica revelaron que las
fibras presentan mitocondrias periféricas y dreas focales con desplazamiento de la linea Z y
rompimiento de miofibrillas, fo cual sugiere que esto puede progresar de fibras lobuladas, las
cuales se originan de un desorden morfolégico (Bethlem J. et al, 1973; Guerard. et al,
1985).
Las dreas sarcoplasmicas contienen acumulos de granulos de glucdgeno y algunas
mitocondrias de estructura, tamafio y forma normal, excepto en algunas gque presentan
inclusiones paracristalinas. Los granulos de glucégeno y el numero de mitocondrias varia en

tas diferentes figuras (Bethlem. et a/., 1973).

Ultraestructuralmente, en los casos analizados en este estudio . se observo que las

fibras presentan desorganizacién focal de las miofibrillas por la ausencia de miofitamentos de
miosina (Fig 14 ), el glucogeno en algunas zonas es abundante, en donde hay pérdida de

miofilamentos, en los cortes transversales se puede observar (Figs. 7, 14y 16 ).

También se puede notar la separacién de miofibrillas como algunas formas irregulares
de ias mitocondrias, en los corles longitudinales se nota el desfazamiento de las sarcomeras.
acortamiento y pérdida de las mismas (Figs. 6, 10 y 17 ). Para descartar la posibilidad que
esto se debiera a una mala fijacion, la muestra se manejo lo mas rapido posible y se fijo en
glutaraldehido al 2.5 %,.que preserva la morfologia celular, su accion fijadora no hace perder

la actividad enzimatica y preserva las labiles estructuras intracelulares.
En los casos de comienzo tardio los dafios no son tan marcados y las fibras

musculares presentan zonas intercaladas (Fig. 17 ), de una regidon sana y una dafnada, que
difiere de paciente a paciente. Por lo tanto, ia distrofia muscular de cinturas consiste en un
patrén heterogéneo autosomico recesivo, aunque ocasionalmente puede ser dominante, con
igual distribucién entre hombres y mujeres, con un promedio de inicio de 14.7 afos, aungue
en dichos casos el mayor porcentaje fue en mujeres, manifestandose clinicamente en la
cintura ambas cinturas, pero acentuandose en la cintura pélvica, en donde ademas se

produce comunmente pseudohipertrofia de las pantorriflas.
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E! reconocimiento de la enfermedad clinicamente se hace por medio de
procedimientos: electromiograficos, velocidad de conduccidn del nervio, determinacion de
enzimas de! suero, por lo que los aestudios bioquimicos, electrofisiolégicos, genéticos,
histoqufmicos y microscopia electréonica, son de extrema importancia para en el
establecimiento exacto del diagnostico y prondstico de la enfermedad permitiendo esto un
diseiio adecuado de los ejercicios y terapias basicas para proporcionar un mejor nivel de vida

en ios pacientes afectados por la enfermedad de distrofia muscular de cinturas.
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Viil.- APENDICE
Preparacién de reactivos

Buffer de Cacodilatos:

Acido Cacodilico 19.26 g.
Agua destilada 800 ml
Ajustar a ph 7.2 con HCI 1:1
Almacenar en e refrigerador.

Preparacién de la resina epodxica:

Polimero (EPON) gliciddlico de éter 100 4.3 mi
Endurecedor (DDSA) anhidrido dodecenilsuccinico 4.3ml.
Plastificador (NMA) anhidrido 2,3- metil norbornendicarboxilico 1.9mi
Catalizador (DMP) (2,4,6 tris(dimetilamina-metil)fenol) 0.33ml

Se mezcla todo en orden y se agita en un solo sentido, se guarda en el
refrigerador cuando no se usa y antes de usar se coloca a temperatura ambiente.

Medio de Contraste
Acetato de Uranilo al 3 %.

Acetato de Uranilo 03g
Agua destilada 10ml
Disolver el uranilo en agua destilada y ajustar a pH 4.5 con NaOH 10 N y centrifugar 10
minutos a 300 r.p.m
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i Citrato de Plomo
Se colocan a ebullicion por § minutos 200 mi de agua destilada, se deja enfriar para preparar

la solucién.

NaOH 10N.
NaOH 4 grs
Agua destilada 10m!

A 5ml de NaOH 10 N se le agregan 0.125 mg de citrato de plomo y se afora a 50 ml con
agua destilada previamente puesta a ebullicién, se le agrega aceite mineral y se centrifuga
10 minutos a 300 r.p.m.
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