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RESUMEN ESTRUCTURADO

ANALISIS POR INMUNOFLUORESCENCIA EN BIOPSIAS DE PACIENTES CON
DIAGNOSTICO DE DISTROFIA MUSCULAR DE DUCHENNE/BECKER Y DISTROFIA
MUSCULAR DE CINTURAS TIPO 2B: UNA CORRELACION  CLINICA-
INMUNOHISTOQUIMICA

Autores: Oliver De la Torre Garcia'?, Haydeé Rosas Vargas', Ramoén Mauricio Coral

Vazquez®, Miguel Angel Villasis Keever.1. Unidad de Investigacion Médica en Genética
Humana. 2. Departamento de Genética Médica. 3. Unidad de Investigacion en Epidemiologia Clinica.
IMSS UMAE Hospital de Pediatria, Centro Médico Nacional Siglo XXI. 4. Unidad de Investigacion de
Medicina Genémica CMN 20 de Noviembre, ISSSTE.

Palabras clave: Distrofia Muscular, Distrofina, Disferlina, Inmunohistoquimica, Fibra muscular.

INTRODUCCION: Las Distrofias musculares agrupan a mas de 30 enfermedades
musculares. Su principal caracteristica es que producen la degeneracion y necrosis
de la fibra muscular, por lo que presentan un curso clinico progresivo de
debilitamiento muscular, comprometiendo principalmente la deambulacion, funcion
respiratoria y cardiaca. Distrofina es una proteina que se localiza en la membrana
celular y funciona manteniendo la integridad estructural del citoesqueleto, su
deficiencia provoca la Distrofia Muscular de Duchenne/Becker (DMD/DMB). Disferlina
se encuentra en la membrana celular, en donde participa en procesos de reparacion
y su deficiencia produce DM de cinturas tipo 2B (LGMD2B).

OBJETIVOS Y METODOLOGIA: Establecer una correlacion entre la deficiencia primaria
de distrofina 6 de disferlina, y la deficiencia primaria de distrofina més la deficiencia
secundaria de disferlina, con el cuadro clinico de los pacientes con DMD/DMB y
LGMD2B. Se incluyeron pacientes con sospecha diagnostica de DM, se les tomo
biopsia de musculo para analizar por inmunhistoquimica las proteinas distrofina y
disferlina con anticuerpos especificos, se describié en base al cuestionario general
de miopatias las caracteristicas clinicas de cada paciente. Se realizo correlacion de
variables ordinales con prueba Tau de Kendal tipo B. Valor de P < 0.05 significativa.
RESULTADOS: El estudio fue integrado por 12 pacientes. Se diagnosticaron seis
pacientes con DMD, cuatro con LGMD2B y dos con DMB. Con respecto al
inmunofenotipo dos pacientes tuvieron deficiencia Unica de distrofina, cuatro con
deficiencia exclusiva de disferlina y seis con deficiencia primaria de distrofina y
secundaria de disferlina. Al comparar las caracteristicas clinicas de acuerdo con el
tipo especifico de deficiencia proteica observamos que en los dos pacientes que
tuvieron exclusivamente deficiencia de Distrofina, no tienen diferencias clinicas y de
la expresion proteica significativas. En los pacientes con deficiencia primaria de
Disferlina tienen relativa mayor deficiencia de la porcién carboxilo, asi como edad de
presentacion y tiempo de evolucion diferente, pero con el mismo cuadro clinico
grave. Los pacientes con deficiencia primaria de Distrofina y secundaria de Disferlina,
encontramos una relacion que a mayor deficiencia proteica de ambas proteinas, hay
una edad de presentacion mas temprana y mayor deterioro motor, conduciendo a
un cuadro clinico con una severidad muy importante.

CONCLUSIONES: La deficiencia primaria de distrofina asociada a la deficiencia
secundaria de disferlina, si se asocia a un fenotipo mas grave, esto porque hay una
presentacion a edades mas tempranas, con un involucramiento motor importante.
En nuestros pacientes con DMD/DMB la severidad de la enfermedad, se correlaciona
tanto con el dominio mayormente deficiente como con el grado de deficiencia de
distrofina, siendo mas graves los casos en los que se observa menor expresion del
dominio carboxilo. La expresion alterada de una proteina del sarcolema, conduce a
la alteracion de otras moléculas y desestabilizacion de la membrana plasmatica, lo
que explicaria la deficiencia secundaria de disferlina.



Antecedentes

Las distrofias musculares (DM) son un grupo heterogéneo de miopatias
degenerativas primarias determinadas genéticamente, cuya manifestacién clinica
principal en el individuo afectado es el debilitamiento muscular progresivo, secundario a
una degeneracion y necrosis del tejido musculo-esquelético (Davies y Nowak 2006;

Vainzof y Zatz 2003).

La evolucion clinica de los pacientes es altamente variable, desde formas
congénitas graves con progresion acelerada, hasta formas moderadas de instauracion
tardia que tienen un curso mas lento y condicionan a la pérdida de la deambulacion,
dificultad para la respiracion y muerte prematura (Davies y Nowak 2006; Vainzof y Zatz
2003).

Las DM, se clasifican de acuerdo con el modelo de herencia y al defecto proteico,
tal como se presenta en la Tabla 1, donde se muestran el nombre del padecimiento, el
locus del gen mutado, asi como los modelos de herencia y el producto proteico deficiente.
Hasta la fecha, se han identificado mas de 30 genes involucrados, cuyas mutaciones
pueden ocasionar DM, lo cual esta ligado a una diversidad molecular subyacente de estas
patologias (Glover y Brown, 2007).

La deficiencia de alguna de estas proteinas de la fibra muscular provoca diferentes
tipos de DM. Algunas de ellas forman parte del complejo de glicoproteinas asociado a la
distrofina (DGC), como es el caso de la distrofina que da nombre a este complejo y cuya
deficiencia provoca la Distrofia Muscular de Duchenne/Becker (DMD/DMB). Otras proteinas
se encuentran en la membrana del nucleo, en el sarcolema o en el sarcomero. Por
ejemplo, la disferlina se encuentra en la membrana celular, en donde participa en

procesos de reparacion, mientras que la calpaina se ubica en el citoplasma. No obstante



su diferente localizacion subcelular, ambas provocan distrofias de cinturas (LGMD) con un

cuadro clinico semejante.

TABLA 1.
Loci de los Genes y Proteinas Mutadas, de las formas mas comunes de Distrofia Muscular *
Tipo de Distrofia Locus Proteina
Muscular
Duchenne y Becker (XR) Xp21 Distrofina
Emery-Dreifuss (XR) Xg28 Emerina
Emery-Dreifuss (AD/AR) 1q Lamina A/C
Distal (AD) 14q, 2q ?
Distrofia Muscular de Cinturas (AD) [LGMD AD]
1A. 5q Miotilina
1B 1q Lamina A/C
1C 3p Caveolina 3
1D 6q ?
1E 7q ?
1F 2q ?
2A 159 Calpaina-3
2B 2p Disferlina
2C 13q y-sarcoglicano
2D 17q a-sarcoglicano (adalina)
2E 4q B-sarcoglicano
2F 5q O-sarcoglicano
2G 17q Teletonina
2H 9q ?
2l 199 Relacionado a Fukutina

Modelos de herencia: AR=autosémico recesivo; AD=autosémico dominante; XR= recesivo ligado al cromosoma X;
?=Desconocido

*Modificado de Kanagawa y Toda, 2006.

Tomando en cuenta criterios puramente clinicos, las distrofias se han clasificado en:
Distrofia Muscular de Duchenne (DMD) y Becker (DMB), distrofia muscular de Emery-
Dreifuss, distrofia miotonica, miopatias distales, afeccion facioescapulohumeral y
escapulo-peroneal, distrofia oculofaringea, distrofia muscular congénita y las LGMD
(Emery, 2002). En la figura 1 se muestra la clasificacion de las DM de acuerdo a las
regiones musculares principalmente afectadas, mismas que se representan como areas

sombreadas.



Figura 1: Distribuciéon de los grupos musculares, que se encuentran predominantemente afectados en diferentes tipos
de distrofias: A, Tipo Duchenne/Becker; B, Emery-Dreifuss; C, distrofia de Cinturas; D, Facioescapulohumeral; E, distal; F,
oculofaringea. Areas sombreadas=Afecciéon (Tomado de Emery, 2002)

Distrofia muscular de Duchenne/Becker.

En el caso de la DMD la edad de inicio de los sintomas se hacen manifiestos
durante los primeros seis afios de vida, con dificultad para correr y posteriormente para
subir escaleras. La debilidad en las rodillas y en el extensor de la cadera es evidente por la
maniobra de Gowers. Algunos pacientes tienen cierto grado de retraso mental; es asi que
se calcula que hasta el 20% tiene un IQ menor a 70 puntos (Mehler, 2000). Muchos
pacientes tienen pantorrillas con pseudohipertrofia, sin embargo, este signo clinico
también se observa en otros tipos de DM, como en la DMB y algunas LGMD. La debilidad
muscular es generalmente de predominio proximal y progresiva. Finalmente, la
dependencia a la silla de ruedas se hace manifiesta en la mayoria de los casos alrededor
de los 12 afios de edad. La neumonia complicada con problemas cardiacos es la principal
causa de muerte, lo que sucede en la segunda década de vida (Davies y Nowak, 2006;

OMIM, 2007).

La DMD tiene una frecuencia de 1 en 3500 varones nacidos vivos, mientras que la

DMB se presenta en 1 de 30,000 varones nacidos vivos. No existe un estudio



epidemiologico reciente que precise la incidencia de estas patologias, aunque algunas
investigaciones han puesto de manifiesto que, ademas de las distrofinopatias, las
distrofias musculares mas frecuentes son las disferlinopatias, las sarcoglicanopatias, y las
calpainopatias (Moore et a/, 2006).

En el caso de la DMB, la distribucion de la pérdida y debilidad muscular es muy
similar a lo que ocurre en la DMD, pero la evolucion de la enfermedad es mas lenta, con
una edad de inicio alrededor de los 12 afios, aln cuando algunos pacientes presentan los
sintomas en edades mas tardias. La pérdida de la capacidad ambulatoria ocurre a partir
de la adolescencia; mientras que los pacientes generalmente mueren en la cuarta o

quinta década de la vida (Davies y Nowak, 2006).

Tanto en la DMD como en la DMB, entre el 5-10% de las mujeres portadoras
muestran cierto grado de debilidad muscular, con pantorrillas pseudohipertréficas (Grain
et al, 2001). En este grupo, la debilidad muscular es frecuentemente asimétrica, se inicia en
la nifiez pero se hace evidente en la edad adulta y puede progresar o permanecer
estatica. Dado que la debilidad es esencialmente proximal, su distincion con respecto a las
LGMD es importante para el asesoramiento genético. Algo muy relevante es que las
mujeres portadoras pueden desarrollar miocardiopatia dilatada sin que exista debilidad

muscular aparente (Grain et a/, 2001).



Distrofia muscular de cinturas tipo 28 (LGMD28B)

En 1954, Walton y Nattrass establecieron que las LGMD, entre las patologias del
musculo, son una entidad diferente de otras distrofias musculares. En estas enfermedades
la debilidad se sitia principalmente en los grupos musculares proximales de las
extremidades. Es el grupo de distrofias en el que se presenta una mayor heterogeneidad
clinica y genética. A la fecha se han descrito al menos 15 tipos diferentes, desde el punto
de vista genético. Las formas autosémicas dominantes (Tipo 1) son raras y menos graves
qgue las autosémicas recesivas (Tipo 2) (Bushby y Beckmann, 1995). Varios de estos
desordenes musculares se asocian con problemas cardiacos, como en la tipo 1B, 1D, 2C,
2E y 2F. En este tipo de distrofias, la edad de presentacion habitual es entre los 15 y 25
aflos con progresion lenta; en un inicio se presenta debilidad muscular proximal,
principalmente con afeccion en las extremidades inferiores. El involucramiento de las
extremidades superiores ocurre posteriormente. Los sintomas mas frecuentes son
dificultad para subir escaleras, para correr y fatiga cronica; algunos pacientes pierden la
independencia para moverse después de los 25 afios, y algunos individuos heterocigotos

pueden desarrollar sintomatologia leve de instauracién mas tardia (OMIM, 2007).
Caracteristicas moleculares de /as Distrofias Musculares

El amplio espectro de las DM dificultdé por mucho tiempo su estudio para
determinar su fisiopatologia; y fue hasta el advenimiento de las técnicas bioquimicas y
moleculares que se hizo posible identificar varios genes y proteinas relacionados. Este
avance permitié disefiar nuevos métodos diagndsticos y proponer una clasificacion, la cual
también toma en cuenta las distintas proteinas involucradas. El punto de partida lo
establecié el descubrimiento en los afios 80's del gen que codifica para la proteina
distrofina (Monaco et a/, 1985). A partir de estos estudios, se descubrid que la distrofina se

encuentra asociada a diversas proteinas (DAP: proteinas asociadas a distrofina) formando



un complejo oligomérico llamado complejo distrofina-glicoproteinas (DGC) (Ervasti y
Campbell, 1993; Yoshida y Ozawa, 1990). Dado que el DGC conecta a la matriz extracelular
con el citoesqueleto (Ibraghimov-Beskrovnaya et a/, 1992) y la deficiencia de algunas de
sus proteinas afecta la estabilidad de la membrana plasmatica, se piensa que el complejo
protege a la célula muscular del dafio inducido por el proceso mecanico de la contraccion
y relajacion (Campbell, 1995). Aunado a esto, también se ha propuesto que dicho complejo
puede participar en procesos de transduccion de sefiales (Rando, 2001; Lapidos et a/,
2004). Dentro de este gran complejo esta incluido el subcomplejo sarcoglicano (SG); el cual
estd compuesto por las proteinas transmembranales homadlogas a-, -, y- 8-, -y £-SGs,
(Ettinger et al, 1997; Matsumura et al, 1999; Wheeler et a/, 2002). A través de diferentes
estudios en pacientes y modelos animales se ha demostrado que las mutaciones en los
SGs a-, B-, y- ¥ 8- son causantes de las LGMDs 2D, 2E, 2C y 2F, respectivamente (Durbeej y
Campbell, 2002; Hack et a/, 2000; Ozawa et al, 2005); los SGs ¢- y C- no se han asociado

con algun tipo de DM.

Histologicamente, la ausencia de los SGs se refleja a través de dos caracteristicas
comunes de las DM: alteraciones en la permeabilidad de la membrana y necrosis (Hack et
al, 2000). Por otra parte la expresion de la distrofina y los sarcoglicanos parece estar
estrechamente relacionada, de tal forma que mutaciones en la distrofina conllevan a una
reduccion drastica de los SGs a nivel de proteinas, muy probablemente por la
desestabilizacion del complejo (Matsumura ef a/, 1992).

En cuanto a las proteinas causantes de los diferentes tipos de LGMD, algunas
pertenecen al sarcolema; tal es el caso de la disferlina que se ha asociado principalmente
con la LGMD tipo 2B, pero también es causante de la miopatia distal de Miyoshi y la
miopatia distal con afectacion al compartimiento anterior, a las cuales en su conjunto se

les denomina como disferlinopatias (Navarro y Teijeira, 2004).



La disferlina se acumula en sitios de ruptura de la membrana y participa en su
reparacion (Bansal et a/ 2003; Hayashi, 2003). Cabe destacar que, en ocasiones, la
misma mutacion en el gen de disferlina puede causar distintos cuadros clinicos, aun en
una misma familia (Kawabe et a/ 2004), esto posiblemente es causado por factores
genéticos y epigenéticos adicionales.

Como ya se menciond, existen mas proteinas asociadas a los diferentes tipos de
DM, por lo que el diagnostico unicamente por la clinica es dificil de establecer. En un
estudio realizado en Brasil por el grupo de Vainzof ef a/, en 1999 determiné que el 68% de
las LGMDs autosOmico-recesivas es causado por mutaciones en los sarcoglicanos; los
autores sugieren que esta alta incidencia puede deberse a la presencia de genes
africanos y a un efecto fundador (Vainzof et al, 1999). Otro estudio del mismo grupo
(Passos-Bueno et a/, 1999) también puso en evidencia que las LGMDs mas frecuentes en
su poblacion son las causadas por calpaina-3 y disferlina.

En un estudio multicéntrico en Estados Unidos de Norteamérica (EU) se analizaron
por Western-blot y por inmunofluorescencia biopsias musculares de 337 pacientes con
diagnostico de LGMDs, de las cuales solo se pudieron analizar bioquimicamente 266. Se
determind que el inmunofenotipo corresponde en un 12% a calpainopatias, 18%
disferlinopatias, 15% sarcoglicanopatias, 15% distroglicanopatias y 1.5% caveolinopatias; el
resto no esta descrito, pero se enfatiza la diversidad étnica de la poblacion de estudio y a
estas entidades como las mas frecuentes en los ciudadanos de EU. Con base en estos
resultados, los autores sugieren que las LGMDs autosdmico recesivas son mas frecuentes

gue las autosdmico dominantes (Moore et a/, 2006)
CARACTERISTICAS MOLECULARES DE LAS PROTEINAS DISTROFINA Y DISFERLINA

Distrofina



La distrofina es una proteina de 427 kDa que esta ausente o reducida en pacientes
con DMD/DMB; el gen que la codifica (DMD) se localiza en el brazo corto del cromosoma X
(Xp21.2). Este gen contiene mas de 2Mb vy un total de 79 exones, codifica para un RNA
mensajero (MRNA) de 141 kb y otros transcritos a partir de 7 promotores diferentes, a lo
cual se suma la heterogeneidad derivada de un procesamiento alternativo. El mRNA de
distrofina corresponde al 0.01% - 0.001% del musculo esquelético, y se expresa en otros
tejidos como retina, cerebro, células de Schawnn, y Purkinje (Fig 2).

El gen DMD es el mas grande que se ha identificado hasta el momento en el
humano, lo cual explica la tasa de mutacion tan alta que presenta si lo comparamos con
otros genes cuyo tamafio promedio se encuentra alrededor de 350kb (OMIM, 2007; Emery,

2002).
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Figura 2. Organizaciéon gendémica del gen de distrofina, localizado en Xp21. Las lineas negras verticales representan
los 79 exones del gen distribuidos en 2.5MB. Las flechas indican los diferentes promotores: en particular son cerebro
(B), musculo (M), Purkinje (P), Retina (R), cerebro (Bs), células de Schawnn (S), y general (G). (Modificado de Muntoni

et al, 2003).

La estructura de la proteina producida por el gen DMD se ha deducido de la
secuencia completa del cDNA de humano y codifica una proteina formada por 3,685
aminoacidos dispuestos en 4 dominios. Los tres primeros dominios se relacionan con
porciones analogas de la proteina actinina, la cual se encuentra en el citoesqueleto de
varios tipos celulares en diversos organismos. El dominio amino-terminal se compone por

240 aminoacidos y muestra una gran homologia con el dominio de union actina de la



actinina. El segundo dominio que comprende los aminoécidos 278 al 3080 presenta un
patron de repeticion similar a los repetidos encontrados en actinina y espectrina. El tercer
dominio con mas de 140 aminoacidos es rico en cisteina y contiene sitios de union a Ca*".
El dltimo dominio correspondiente a la region carboxilo-terminal agrupa 420 aminoéacidos
y no presenta analogia con alguna secuencia conocida (Rando, 2001).

La distrofina es una proteina del musculo esquelético de la familia de las
espectrinas que se localiza en la membrana celular y funciona manteniendo la integridad
estructural del citoesqueleto, asi como para establecer conexion entre esta y la matriz
extracelular. En condiciones normales la distrofina se expresa en el musculo esquelético
del embrion y del adulto, en el musculo cardiaco, visceral, vascular liso y en el cerebro.
Tiene una participacion mecanica y estructural que permite mantener la distribucion
espacial del complejo de glicoproteinas asociadas a distrofina lo cual permite mantener la
integridad de la fibra muscular (Muntoni ef a/, 2003).

El analisis de DNA de pacientes con DMD/DMB ha mostrado que en el 50-70% de
los casos con estos cuadros clinicos son ocasionados por eliminaciones localizadas
principalmente en las regiones proximal y distal del gen DMD, mismas que se reconocen
como “punto caliente” menor (exones 1-20) y “punto caliente” mayor (exones 44-52) de
mutacion, respectivamente (Muntoni ef a/ 2003; Baumbach et al, 1989). En uno de los
primeros estudios realizados en pacientes mexicanos con DMD/DMB se determiné que
aproximadamente el 53% presentaba eliminaciones y, de éstas, el 87% se agrupaba en el
“punto caliente” mayor (Coral-Vazquez et a/, 1997).

La Figura 3 muestra la localizacion de las proteinas en la fibra muscular, cuando
estan mutadas producen un tipo de DM, este tipo especifico de padecimientos se

menciona en los cuadros, resalta distrofina (DMD/DMB) y disferlina (LGMD2B).






Disferlina

Los pacientes con LGMD tipo 2B y miopatia de Miyoshi (MM) presentan mutaciones
en un gen que codifica para una proteina similar al factor de espermatogénesis de
Caenorhabdlitis elegans fer-1 (Bashir, 1998; Liu ef a/, 1998).

La disferlina es una proteina de 230 kDa, es codificada por el gen DYSA, que se
localiza en el brazo corto del cromosoma 2 (2p13.3-p13.1) (Glover y Brown, 2007). Es una
proteina de la membrana plasmatica con una distribucion ubicua, pero se expresa
principalmente en el musculo esquelético (localizada en el sarcolema y vesiculas
citoplasméticas), corazén y rifién. Es miembro de la familia Ferlina, una gran familia de
proteinas con una estructura conservada caracterizada por la presencia de un solo
dominio transmembranal C-terminal y mdltiples dominios C2 los cuales los cuales estan
presentes en diversas proteinas asociadas a la membrana, y de los cuales se ha
demostrado que intervienen en la union de calcio, fosfolipidos y proteinas (Davis et aj,
2002)

La disferlina es el primer miembro identificado de la maquinaria de reparacion de
la membrana en mdusculo esquelético. Los primeros estudios demostraron que la
reparacion requiere la acumulacion y fusion de vesiculas cerca del sitio de rompimiento
de la membrana, un proceso que es esencial para evitar la degeneracion de las fibras. La
disferlina facilita el acoplamiento de la vesicula y la fusién con la membrana plasmatica
por la interaccion con otras moléculas de disferlina y con proteinas desconocidas. Se ha
demostrado recientemente que la disferlina co-localiza e interactia con anexina Aly A2,
dos proteinas de unién a fosfolipidos ampliamente expresadas, las cuales al unirse
facilitan la fusion de vesiculas durante la reparacion de la membrana mediada por

disferlina.



En la figura 4 se muestra de manera esquematica a la disferlina y al complejo de

reparacion de la membrana del musculo esquelético, dando estabilidad al sarcolema.

Aunque la disferlina no es un componente integral del DGC, su distribucion se
altera en las DM asociadas al DGC, en la que su expresion esta reducida en la membrana
plasmatica e incrementada en las vesiculas citoplasmicas. Esto sugiere que una
asociacion funcional entre la disferlina y el DGC puede ser posible. Por el contrario se
demostrd, que existe en las fibras musculares de pacientes con disferlinopatia un
sarcolema estructuralmente estable y una expresion normal del DGC en las fibras
musculares. Existen tres cuadros clinicos diferentes, que difieren en la distribucion e
instauracién de la debilidad muscular, que se asocian con mutaciones en el gen que

codifica disferlina: LGMD tipo 2B (LGMD2B), miopatia de Miyoshi (MM) y miopatia del



compartimento distal anterior (DMAT). La primera es una enfermedad relativamente leve
con inicio en la segunda o tercera década de vida y un involucramiento
predominantemente proximal lentamente progresivo de las cinturas musculares pélvicas y
escapulares, mientras que MM y DMAT se presentan con un patrén predominantemente
de los grupos musculares distales (Guglieri et a/ 2005; Glover y Brown, 2007).

Mediante estudios de genética molecular se ha observado que dentro de una
familia, la misma mutacion puede dar origen a dos cuadros clinicos diferentes (Liu et a/,
1998). Esto sugiere que la diferencia entre estos dos cuadros clinicos requiere de la
identificacion de factores adicionales, como podrian ser genes modificadores. Inicialmente
se postulo que un posible mecanismo patogénico en la disferlinopatias podria estar
relacionado con el trafico de vesiculas en la fibra muscular (Achanzar y Ward, 1997), ahora
se sabe que es un mecanismo mas complejo en el cual estan involucrados el calcio,
anexinas, calpainas, caveolinas, y otras moléculas, pero sin poder dilucidarse claramente
como funciona hasta el momento; lo que si es claro es que, la inestabilidad del sarcolema
y la incapacidad para reparar la membrana son dos mecanismos patoldgicos diferentes .
De esta forma la ausencia de disferlina causa alteraciones en el sellado y reparacion de
las fibras musculares dafiadas propiciando, en consecuencia, el desarrollo de
modificaciones distréficas en el masculo esquelético (Glover y Brown, 2007).

En la Unidad de Investigacion Médica en Genética Humana del Centro Médico
Nacional Siglo XXI se han estudiado individuos con diagnéstico de DM desde hace
aproximadamente 10 afios. A partir del analisis de 268 biopsias musculares de pacientes
con estas enfermedades, se ha determinado que la mayoria de las DM estudiadas son
causadas por la deficiencia primaria de distrofina (= 39%), disferlina (= 13%), calpaina (=
10%) y los sarcoglicanos (= 1%) y del resto no ha sido posible determinar la etiologia

(Manuscrito en preparacion). En este estudio, también se observd que la deficiencia



primaria de distrofina o calpaina, produce una deficiencia secundaria de disferlina. En

contraste, las disferlinopatias no parecen afectar secundariamente a distrofina y calpaina.



Planteamiento del problema

Los métodos de diagndstico en el estudio de pacientes con DMD/DMB
(distrofina) y LGMD2B (disferlina), en nuestro medio, es mediante un abordaje clinico
completo con un estudio de genealogia estrictamente dirigido, asi como la
determinacion de la CPK. Sin embargo, en muchos casos las caracteristicas clinicas
de los pacientes con una enfermedad miopética debida a la deficiencia de las
proteinas distrofina o disferlina pueden sobreponerse principalmente en los primeros
afios de vida, lo que no permite diferenciar la etiologia. Por lo anterior, es posible
que al evaluar la expresion fenotipica de estas proteinas en el tejido muscular
mediante inmunohistoquimica, se pueda establecer el diagndstico especifico. Hasta
el momento no se han realizado estudios donde se haya evaluado la posible
relacién que pueda existir entre las caracteristicas clinicas de los pacientes con la

expresion fenotipica de las proteinas; por esta razén surge la siguiente:

Pregunta de investigacién

1. ¢Existen diferencias en el cuadro clinico de los pacientes con DM por deficiencia
de distrofina, con respecto al cuadro clinico de pacientes con deficiencia primaria
distrofina y con deficiencia secundaria de disferlina?

2. En los pacientes con LGMD2B (El grado de expresion de disferlina esta

relacionada con la gravedad del cuadro clinico?



Objetivo general

1. Establecer si existe una correlacion entre la deficiencia de distrofina y de

disferlina, o ambas y el cuadro clinico de los pacientes con DM.

Obijetivos especificos

1. Describir las caracteristicas clinicas de los pacientes con DMD/DMB, 6 LGMD2B.

2. Comparar el cuadro clinico de los pacientes con DM que presentan deficiencia
primaria de distrofina y deficiencia secundaria de disferlina, con el de los

pacientes que solamente presentan deficiencia primaria de distrofina o disferlina.

3. Establecer la relacion entre el cuadro clinico de los pacientes con LGMD2B y la

expresion de la disferlina.

Hipétesis

1. En los pacientes con DM que presentan deficiencia primaria de distrofina y
deficiencia secundaria de disferlina, el cuadro clinico es mas grave que los
pacientes que solamente tienen deficiencia de distrofina.

2. En los pacientes con LGMD2B, existe una correlacion entre el grado de

deficiencia de disferlina y la severidad del cuadro clinico.



Materiales y métodos

Lugar de realizacién. El presente estudio se realizé en la Unidad de Investigacion
Médica en Genética Humana (UIMGM) de la Unidad Médica de Alta Especialidad Hospital
de Pediatria del Centro Médico Nacional Siglo XXI del Instituto Mexicano del Seguro Social.
Esta Unidad es un centro de referencia para el estudio de miopatias de pacientes de toda

la Republica Mexicana.
Diseno del estudio. Se trata de un estudio transversal y descriptivo.

Universo. Pacientes con sospecha de DM, enviados a la UIMGM, con biopsia muscular, a

fin de establecer la etiologia por inmunohistoquimica.
Criterios de seleccién

Criterios de inclusion

Pacientes del sexo masculino y femenino.
Pacientes con debilidad muscular o diagndstico de enfermedad miopética.

Con diagnostico presuntivo desde el punto de vista clinico de DMB/DMD, y LGMD.

A owoNoe

Con biopsia muscular en condiciones para su analisis.

e Criterios de eliminacion
1. Pacientes que no cuenten con informacion suficiente en el cuestionario general de
miopatias.

2. Pacientes que la muestra de biopsia no pueda ser procesada o analizada.

Tamaino de muestra

Se incluyeron a todos los sujetos que cumplieron los criterios de seleccién en el periodo

comprendido de Febrero a Noviembre de 2008.



VARIABLES

VARIABLES DEMOGRAFICAS

Antecedentes perinatales anormales. Son las complicaciones medicas durante el
desarrollo de la gestacion, que afecten el crecimiento y desarrollo del producto,
condicionando alteraciones en el estado de salud del binomio y que repercuten en la
morfogénesis, tales como: amenaza de aborto, parto prematuro, retraso en el crecimiento
intrauterino, hipomotilidad fetal, oligohidramnios, enfermedad materna, etc. Se
considerara lo reportado en el Cuestionario General de Miopatias (Anexo 2), en el

apartado de antecedentes personales.
Escala de medicion. Cualitativa nominal
Unidades o categorias: Presente, ausente.

Consanguinidad: Los individuos son consanguineos si comparten un ancestro coman. Se
considerara en lo referente a la consaguinidad o al arbol genealdgico, cuando se describa
gue hay el antecedente de un ancestro comun a los progenitores del propositus, de

acuerdo a lo descrito en el cuestionario general de miopatias.
Escala de medicion. Cualitativa nominal
Unidades o categorias: presente, ausente.

Historia familiar de miopatias. Miopatia significa enfermedad muscular, se reportaran
aquellos casos cuando existe el antecedente en algun familiar de DMD/DMB y LGMD. De

acuerdo con lo descrito en el Cuestionario general de miopatias.
Escala de medicion. Cualitativa nominal
Unidades o categorias: presente, ausente.

Hipotonia al nacimiento. Es la disminucion del tono muscular, es un signo que puede
sugerir la presencia de una disfuncién del sistema nervioso central, trastornos musculares
0 genéticos. Se reportaran los casos cuando existan datos, de acuerdo con lo descrito en

el cuestionario general de miopatias.
Escala de medicion. Cualitativa nominal

Unidades o categorias: presente, ausente.



Desarrollo psicomotor. El desarrollo psicomotor, o la progresiva adquisicion de
habilidades en el nifio, es la manifestacion externa de la maduracion del Sistema Nervioso
Central (SNC). La maduracién del SNC tiene un orden preestablecido y por esto el
desarrollo tiene una secuencia clara y predecible: el progreso es en sentido céfalocaudal y
de proximal a distal. Se reportaran los casos cuando existan datos en base a la escala de
Denver, de retraso en el sostén cefalico, y retraso para caminar. De acuerdo con lo

descrito en el cuestionario general de miopatias,
Escala de medicion. Cualitativa nominal

Unidades o categorias: presente, ausente.

VARIABLES INDEPENDIENTES

Deficiencia de distrofina. De acuerdo con el resultado de la inmunofluorescencia de la

biopsia de musculo del paciente; a menor fluorescencia menor expresion.
Escala de medicién. Cualitativa ordinal.

Categorias: expresion normal (+++), deficiencia moderada (++), muy deficiente (+),

negativo (-).

Deficiencia de disferlina. De acuerdo con el resultado de la inmunofluorescencia de la

biopsia de musculo del paciente; a menor fluorescencia menor expresion.
Escala de medicion. Cualitativa ordinal.

Categorias: expresion normal (+++), deficiencia moderada (++), muy deficiente (+) y

negativo (-).

Deficiencia primaria de distrofina y secundaria de disferlina. De acuerdo con el resultado
de la inmunofluorescencia de la biopsia de musculo del paciente cuando existe tanto

deficiencia (moderada, muy deficiente o negativo) de distrofina como de disferlina.
Escala de medicién. Cualitativa nominal.

Categorias: presente/ ausente.

VARIABLES DEPENDIENTES

Severidad del cuadro clinico en la DMD/DMB. De acuerdo a los datos clinicos recabados

del cuestionario general de miopatias.



Escala de medicion. Cualitativa ordinal.

Categorias. Leve: Edad de inicio igual o mayor a 12 afios (DMB) y Grave: Edad de inicio

menor o igual a 4 afios (DMD).

Severidad del cuadro clinico de la LGMD2B. De acuerdo a los datos clinicos recabados del

cuestionario general de miopatias.
Escala de medicion. Cualitativa ordinal.

Categorias. Leve: edad de inicio de sintomas igual o mayor a 25 afios; Grave: inicio de

sintomas antes de los 25 afios.

Dificultad para subir escaleras. Se considera dificultad para subir escaleras, cuando el
paciente requiera de asistencia, apoyo o0 existan alteraciones motoras que le impidan o
dificulten subir escaleras. De acuerdo a los datos clinicos recabados del cuestionario

general de miopatias.
Escala de medicion. Cualitativa nominal.
Categorias. Presente o ausente.

Dificultad para levantarse de una silla. Se considera dificultad para levantarse de una silla,
cuando el paciente requiera de asistencia, apoyo o0 existan alteraciones motoras que le
impidan o dificulten levantarse de la posicién sentado a la posicion de bipedestacion. De

acuerdo a los datos clinicos recabados del cuestionario general de miopatias.
Escala de medicién. Cualitativa nominal
Unidades o categorias. Presente o ausente.

Dificultad para levantarse de decubito dorsal. Se considera dificultad para levantarse de
decubito dorsal, cuando el paciente requiera de asistencia, apoyo o existan alteraciones
motoras que le impidan o dificulten levantarse de la posicion de decubito dorsal a la
posicion de sentado. De acuerdo a los datos clinicos recabados del cuestionario general

de miopatias.
Escala de medicion. Cualitativa nominal.
Categorias. Presente o0 ausente.

Maniobra de Gowers. Consiste en observar como pasa el nifio de la posicion de sentado

en el suelo a la posicion de bipedestacion, explora musculos de la cintura pelviana, si el



paciente presenta dificultad para realizarlo se considera positiva. De acuerdo con los

datos clinicos recabados del cuestionario general de miopatias.
Escala de medicién. Cualitativa nominal.
Categorias. Presente o ausente.

Dificultad para pararse con las puntas de los pies. Se considera dificultad para pararse
con las puntas de los pies, cuando el paciente requiera de asistencia, apoyo o existan
alteraciones motoras que le impidan o dificulten ponerse en posicién de bipedestacion
sobre la punta de los pies. De acuerdo con los datos clinicos recabados del cuestionario

general de miopatias.
Escala de medicién. Cualitativa nominal
Categorias. Presente o ausente.

Caidas faciles. Se considera como caidas faciles, cuando el paciente presenta caidas a la
marcha o en bipedestacién, sin causa aparente que lo condicionen. De acuerdo a los

datos clinicos recabados del cuestionario general de miopatias.
Escala de medicion. Cualitativa nominal.
Categorias. Presente o ausente.

Debilidad muscular Se considera a la disminucion de la resistencia y coordinacion
muscular. De acuerdo con los datos clinicos recabados del cuestionario general de

miopatias.
Escala de medicion. Cualitativa nominal.
Unidades o categorias. Presente o ausente.

Limitacion del perimetro de la marcha. Se considera limitacion del perimetro de la marcha,
cuando debido a debilidad muscular, incoordinacion de movimientos y fatigabilidad, el
paciente disminuye la distancia o recorrido de caminata. De acuerdo con los datos clinicos

recabados del cuestionario general de miopatias.
Escala de medicion. Cualitativa nominal
Categorias. Presente o ausente.

Dificultad para levantar los brazos. Se considera dificultad para levantar los brazos,

cuando el paciente requiera de asistencia, apoyo o0 existan alteraciones motoras que le



impidan o dificulten levantar los brazos por encima de los hombros. De acuerdo a los

datos clinicos recabados del cuestionario general de miopatias.
Escala de medicion. Cualitativa nominal.
Unidades o categorias. Presente o ausente.

Dificultad para cargar pesos con los brazos. Se considera dificultad para cargar pesos con
los brazos, cuando el paciente requiera de asistencia, apoyo 0 existan alteraciones
motoras que le impidan o dificulten cargar pesos con los brazos, tales como levantar un
baso con agua, etc. De acuerdo con los datos clinicos recabados del cuestionario general

de miopatias.
Escala de medicién. Cualitativa nominal.
Categorias. Presente o ausente.

Dificultad para la flexién de los brazos. La flexion es el movimiento por el cual los huesos u
otras partes del cuerpo se aproximan entre si en direccién anteroposterior, paralela al
plano sagital. La flexion es consecuencia de la contraccion de uno o mas mausculos
flexores. Se considera dificultad para la flexion de los brazos, cuando el paciente requiera
de asistencia, apoyo o existan alteraciones motoras que le impidan o dificulten la flexion
de los brazos. De acuerdo con los datos clinicos recabados del cuestionario general de

miopatias.
Escala de medicién. Cualitativa Nominal
Categorias. Presente o ausente.

Dificultad para la extension de los brazos. La extension es un movimiento de separacion
entre huesos o partes del cuerpo, en direccion anteroposterior. Es lo opuesto a la flexién.
Se considera dificultad para la extension de los brazos, cuando el paciente requiera de
asistencia, apoyo o existan alteraciones motoras que le impidan o dificulten la extension
de los brazos. De acuerdo con los datos clinicos recabados del cuestionario general de

miopatias.
Escala de medicion. Cualitativa nominal
Categorias. Presente o0 ausente.

Dificultad para cerrar o abrir manos. Se considera cuando exista dificultad para la flexion y

extension de las manos, cuando el paciente requiera de asistencia, apoyo o existan



alteraciones motoras que le impidan o dificulten la flexion y extension de las manos. De

acuerdo con los datos clinicos recabados del cuestionario general de miopatias.
Escala de medicién. Cualitativa nominal.
Categorias. Presente 0 ausente.

Dificultad para abrir frascos o botellas. Se considera cuando exista debilidad o disminucion
de la fuerza muscular de las manos, le impidan o dificulten al paciente abrir por si mismo
frascos o botellas. De acuerdo con los datos clinicos recabados del cuestionario general

de miopatias
Escala de medicion. Cualitativa nominal.
Categorias. Presente o0 ausente.

Debilidad en cuello. Se considera cuando exista debilidad o disminucidon de la fuerza
muscular de los musculos del cuello, que le impidan o dificulten al paciente realizar
movimientos del cuello. De acuerdo con los datos clinicos recabados del cuestionario

general de miopatias.
Escala de medicion. Cualitativa nominal.
Categorias. Presente o0 ausente.

Diplopia. La diplopia es el término que se aplica a la visién doble, la percepcion de dos
imagenes de un Unico objeto. La imagen puede ser horizontal, vertical o diagonal. De

acuerdo con los datos clinicos recabados del cuestionario general de miopatias.
Escala de medicion. Cualitativa nominal.
Categorias. Presente o0 ausente.

Alteracién de movimientos faciales. Se considera cuando debido a la disminucion de la
resistencia y coordinacion muscular, al paciente se le dificulta realizar movimientos de los
musculos faciales, tales como masticar, silbar, sonreir, gesticular, etc. De acuerdo con los
datos clinicos recabados del cuestionario general de miopatias; esta la alteracion es

secundaria a contracturas o atrofia muscular.
Escala de medicion. Cualitativa nominal.

Categorias. Presente o ausente.



Disfagia. Disfagia es el sintoma consistente en dificultad para la deglucion (problemas
para tragar). Esta dificultad suele ir acompafiada de dolores, a veces lancinantes (disfagia
dolorosa u odinofagia). De acuerdo con los datos clinicos recabados del cuestionario

general de miopatias.
Escala de medicion. Cualitativa nominal.
Categorias. Presente o ausente.

Disartria. La disartria es un trastorno del habla, se distingue de una afasia motora en que
no es un trastorno del lenguaje, sino del habla; es decir, el paciente manifiesta dificultades
asociadas con la articulacion de fonemas. Entre los sintomas destaca: emisiones mas
automaticas, contexto conversacional, voz forzada, disfénica, respiracion irregular y poco
coordinada, articulacién de fonemas defectuosa. De acuerdo con los datos clinicos

recabados del cuestionario general de miopatias.
Escala de medicién. Cualitativa nominal.
Categorias. Presente o ausente.

Disnea. La disnea es de dificultad respiratoria o falta de aire, es una experiencia subjetiva
de malestar ocasionado por la respiracion que engloba sensaciones cualitativas distintas
gue varian en intensidad. De acuerdo con los datos clinicos recabados del cuestionario

general de miopatias.
Escala de medicién. Cualitativa nominal.
Categorias. Presente o ausente.

Mialgias. Es un sintoma comun de las distrofias musculares y significa dolor muscular. De

acuerdo con los datos clinicos recabados del cuestionario general de miopatias
Escala de medicion. Cualitativa nominal.
Unidades o categorias. Presente o ausente.

Calambres. Es una contraccion subita y dolorosa de un musculo o de un grupo de ellos,
puede ser a causa de una insuficiente oxigenacion de los musculos o por la pérdida de
liguidos y sales minerales, como consecuencia de un esfuerzo prolongado, movimientos
bruscos o frio. De acuerdo con los datos clinicos recabados del cuestionario general de

miopatias.

Escala de medicion. Cualitativa nominal.



Categorias. Presente o ausente.

Atrofia muscular. La atrofia muscular se define como una disminucion en la masa del
musculo. Cuando hay atrofia muscular, el mdsculo se vuelve mas débil, ya que la
capacidad de ejercer fuerza esté relacionada con la masa. De acuerdo con los datos

clinicos recabados del cuestionario general de miopatias.
Escala de medicion. Cualitativa nominal.
Categorias. Presente o0 ausente.

Miotonia. Miotonia es un sintoma caracterizado por la lentitud de la relajacién de los
musculos después de la contraccion voluntaria o la estimulacion eléctrica, las personas
con este trastorno pueden tener problemas para soltar objetos o pueden tener dificultades
para pasar de una posicion sentada a bipedestacion y dificultad para andar. De acuerdo

a los datos clinicos recabados del cuestionario general de miopatias.
Escala de medicion. Cualitativa nominal.
Categorias. Presente o ausente.

Disminucion de reflejos osteotendinosos. El reflejo osteotendinoso es una contraccion
muscular inmediata e involuntaria, producto del arco reflejo y como respuesta a un
estimulo que sobrepasa un umbral. En la clinica los explorados con mas frecuencia son el
bicipital, tricipital, supinador rotuliano y aquileo. De acuerdo a los datos clinicos recabados

del cuestionario general de miopatias.
Escala de medicion. Cualitativa nominal.
Unidades o categorias. Presente o ausente.

Respuesta plantar disminuida. Se considera cuando debido a la disminucion de la
resistencia y coordinacion muscular, el paciente presenta dificultad o impedimento para la
extension plantar. De acuerdo con los datos clinicos recabados del cuestionario general
de miopatias.

Escala de medicién. Cualitativa nominal.
Unidades o categorias. Presente o ausente.

Alteracién de los movimientos oculares. Se considera cuando debido a la disminucién de
la resistencia y coordinacion muscular, al paciente se le dificulta realizar movimientos

oculares, tales como los movimientos de seguimiento o persecucion lenta, de fijacion, y



compensatorios. De acuerdo con los datos clinicos recabados del cuestionario general de

miopatias; esta la alteracion es secundaria a contracturas o atrofia muscular.
Escala de medicién. Cualitativa nominal.
Categorias. Presente 0 ausente.

Ptosis. Ptosis es una posicion anormalmente baja (caida) del parpado superior. De

acuerdo con los datos clinicos recabados del cuestionario general de miopatias.
Escala de medicién. Cualitativa nominal.
Unidades o categorias. Presente o ausente.

Patron de electromiografia. Se considera el resultado del estudio electromiogréfico:
Normal, patrén neuropatico, patron miopatico. Para efectos del estudio la descripcion de
un patron electromiografico miopatico. De acuerdo con los datos del cuestionario general
de miopatias.

Escala de medicién. Cualitativa nominal.
Categorias. Presente o ausente.

Niveles de Creatina Fosfocinasa (CPK). Valores sericos de Creatina Fosfocinasa. Niveles
normales: < 200 UI/L; anormal: > 200 UI/L. Para efectos del estudio solo se consideran los

valores anormales. De acuerdo con los datos del cuestionario general de miopatias.
Escala de medicion. Cualitativa nominal.

Categorias. Presente, ausente.



METODOLOGIA
SELECCION E IDENTIFICACION DE CARACTERISTICAS DE LOS PACIENTES

A la Unidad de Investigacion Médica en Genética Humana se enviaron las
biopsias de pacientes con sospecha de enfermedad miopética, junto con el Cuestionario
General de Miopatias (Anexo 2). Los pacientes fueron procedentes del Instituto Mexicano
del Seguro Social, asi como de otras instituciones como el Instituto Nacional de
Rehabilitacion, entre otros. El cuestionario lo aplico el médico tratante que refiere la biopsia
y en ocasiones se le contactd para verificar y complementar la informacion. El cuestionario
incluye diferentes caracteristicas clinicas que son evaluadas en base a una serie de
habilidades motoras que permiten a un individuo sano realizar las actividades diarias,
como son caminar, sentarse, pararse, tomar objetos, levantarlos, y otros signos clinicos
como la pérdida de la masa muscular, contracturas, y debilidad muscular. Estas
habilidades motoras en caso de existir alteraciones son evaluadas y consignadas como
presentes o ausentes, asi como la edad de inicio del signo o sintoma. Ademas, el
cuestionario incluye los datos de estudios de laboratorio y gabinete como niveles de CPK, y
los reportes de los hallazgos de electromiografia. Para este estudio los datos clinicos

fueron tomados del cuestionario general de miopatias (Anexo 2).
BIOPSIAS

A. Las muestras de biopsias de musculo de 0.5 cm? tomadas del gastrocnemio llegaron

con gasa humedecida en solucion salina y preservada en hielo para su traslado.

B. Para iniciar su procesamiento las biopsias se fijaron sobre corcho, donde la orientacion
de las fibras musculares se orientd en forma perpendicular para que los cortes se
pudieran realizar transversales. Se fijaron con medio de congelamiento Tissue-Tek
(Jung, Nussloch, Germany), congelandose en isopentano enfriado con nitrdgeno
liquido y se almacenaron en refrigeracién a -80 °C hasta su uso y el sobrante fue
también almacenado en refrigeracion a —-80 °C de forma codificada para su

resguardo.

C. Las biopsias se cortaron a un grosor de 20 micras en un cri6tomo, y posteriormente se
fijaron en laminillas, previamente tratadas con poli-lisina. Una vez fijadas se realizo el
procedimiento de inmunofluorescencia por duplicado para cada grupo de muestras y
se empleo como control positivo, biopsias de musculo esquelético normal junto con la

biopsia del paciente.



D. Para el estudio inmunohistoquimico, se realizo un procesamiento de las biopsias

basandonos en una técnica estandarizada en la UIMGH, utilizando diferentes

anticuerpos y fluroforos acoplados mediante un proceso sistematizado como se

describe a continuacion:

L

Técnica de Inmunofluorescencia

Se adicion6 agua destilada a la caja metalica para inmunohistoquimicas

2. Adicionamos Iml de Solucion bloqueadora (BSA) al 5% a cada laminilla durante 30

minutos.
Realizamos el inmunomarcaje de las criosecciones en serie, etiquetando cada
laminilla'y una de ellas por cada proteina a analizar, de la siguiente forma:
Deteccidn de distrofina
Se utilizaron anticuerpos primarios monoclonales de ratén para Distrofina (Dys) con
reactividad cruzada a humanos: Dystrophin N-terminus [con etiqueta denominada:
Dys2-carboxilo] y Dystrophin C-terminus [con etiqueta denominada: Dys3-amino];
ambos de laboratorios Vector.
Deteccién de disferlina
Se utilizaron anticuerpos primarios monoclonales de raton para Disferlina (H): NCL-
Hamlet (C-terminus) [con etiqueta denominada: Hl-carboxilo] y NCL-Hamlet (N-
terminus) [con etiqueta denominada H2-amino] ambos de Novocastra laboratorios
Ltd. UK.
Se diluyeron los anticuerpos (Ab) primarios:

a. Dys2y Dys3 a una dilucion de 1:200 de amortiguador fosfato salino (PBS)

b. HlyH2 a una dilucién de 1:100 de BSA
Adicionamos aproximadamente 300 ul de la dilucion de cada anticuerpo a la
laminilla correspondiente y PBS a la muestra del control negativo.
Después de la incubacion en cuarto frio de 12-18 hrs con el anticuerpo primario, se
retir6 con lavados de PBS a una dilucién 1x con 300 pl: 2 lavados de 10 minutos
cada uno y un ultimo de 15 minutos
Posteriormente las laminillas se incubaron a temperatura ambiente con el
anticuerpo secundario Cy3™-conjugated AffiniPure Goat Anti-Mouse IgG (H+L)

(Jackson InmunoResearch laboratories, Inc.), el cual fue preparado diluyéndolo



1:250 en solucion PBS, y se adicionaron 200 ul a cada laminilla dejandose incubar
por 2 hrs.

7. Se retir6 el anticuerpo secundario con lavados de PBS: un lavado rapido, dos de 5
minutos cada uno y un ultimo de 15 minutos

8. Finalmente las muestras se montaron con VECTASHIELD® Mounting Medium with
DAPI (Vector Laboratories, CA, U.S.A.) aproximadamente 20 ul por laminilla. Se
colocaron cubreobjetos y se sellaron con esmalte; para finalmente observarlas al

microscopio de fluorescencia.

CARACTERIZACION DEL CUADRO CLINICO E INMUNOFENOTIPO.

Una vez evaluadas las biopsias y el cuestionario general de miopatias,
establecimos una relacién con base en el defecto proteico subyacente, las caracteristicas
clinicas preponderantes, y la edad de inicio de los signos y sintomas con los hallazgos
inmunohistoquimicos para poder probar la hipétesis. Analizamos las variables que
corresponden al interrogatorio dirigido para la identificacion de DM de inicio posterior al
nacimiento, eliminando las relacionadas a miopatias con busqueda para determinar la
etiologia de otras mipatias (mitocondriales) que son evaluadas en el cuestionario general
de miopatias, que corresponden a las miopatias congénitas o mitocondriales; las
variables que consideramos son aquellas como la edad de inicio de signos y sintomas,
sexo, de acuerdo a los pardmetros de la exploracion fisica descrita dentro del mismo
cuestionario la afeccién del paciente, por ejemplo la capacidad para subir escaleras, asi
como la historia natural de la enfermedad de acuerdo a la evolucion del paciente.
También se tomaron los datos de la exploracion fisica, tales como: maniobra de Gowers,
disnea, levantarse de una silla, caminar de puntitas, uso de ortesis, complicaciones

ortopédicas, etc. Ademas de las caracteristicas de laboratorio y gabinete.



Anadlisis de las preparaciones

En el presente estudio, la inmunohistoquimica es la herramienta fundamental para
establecer el diagndéstico de DMD/DMB (Deficiencia de Distrofina) y LGMD2B (Deficiencia de
Disferlina); se emplea para identificar y localizar a proteinas especificas en un tejido. El
principio esta basado en la afinidad especifica de un anticuerpo por su antigeno (Vainzofy
Zatz, 2003). La inmunohistoquimica muestra como la reaccion especifica antigeno-
anticuerpo (anticuerpo marcado), permite la tincién fluorescente y su identificacion
posterior por microscopia fluorescente estandar.

La evaluacion de las biopsias por inmunofluorescencia es un método empirico, el
cual se realiza comparando las biopsias de un paciente sin enfermedad muscular versus
el caso a estudiar, asi como de las caracteristicas morfolégicas y de tincién de las
principales estructuras celulares de la fibra muscular como son:

¢ Disposicion intracelular: organizacion de las fibras, forma, tamafio, y distribucion de
tejido subcutaneo.
e Membrana celular: forma, tamafio, y espesor.
¢ Tincion de citoplasma
¢ Nducleos: forma, numero y disposicion espacial intracelular.
Estas estructuras se pueden observar modificadas o alteradas, debido a la deficiencia de
distrofina, disferlina o ambas.

Establecimos el inmunofenotipo en base a una escala de patron de fluorescencia,
gue definié al paciente como normal (+++), deficiente (++), muy deficiente (+) y negativo (-)
para la proteina estudiada.

De esta forma, una muestra control con patrén normal de fluorescencia (+++) para
distrofina y disferlina, se encuentra una distribucion intracelular bien definida con una
organizacion en mosaico, con poca o nula presencia de tejido subcutaneo intracelular; a
nivel de la membrana celular, se observa estructuralmente integra y de igual forma la
fluorescencia tiene un patron de tincion de distribucion homogénea; los nucleos,
comparandolos, se observaron de tamafio homogéneo y localizados principalmente en la
periferia con respecto al centro o cercanos a la region interna de la membrana.

Para efectos de este estudio, las biopsias de los pacientes se clasificaron y se
establecié con diagnostico de distrofinopatia si la muestra analizada para esta proteina,

presentada menor fluorescencia: moderada (++), muy deficiente (+) o florescencia



negativa (-); y con diagnostico de disferlinopatia, solamente si la muestra analizada para
esta proteina presentaba menor fluorescencia: moderada (++), muy deficiente (+), 6
negativa (-), de ésta.

En la figura 5 se muestra la fotografia de las biopsias analizadas de un individuo
control (C) y de un paciente (P) con resultado de inmunofenotipo correspondiente a
deficiencia primaria de Distrofina y secundaria de disferlina debido a una expresion
deficiente, de la proteina distrofina porcion carboxilo (Dys2-carboxilo) (-) y muy deficiente
para la porcibn amino Dys3-amino (+), la proteina disferlina porcion carboxilo (H1-

carboxilo) con deficiencia moderada y muy deficiente de la porcién amino (H2-amino) (+).

En la figura 6 se muestra la fotografia de las biopsias analizadas de un individuo
control (C) y de un paciente (P) con resultado de inmunofenotipo de disferlinopatia debido a
una fluorescencia deficiente (++) de la proteina disferlina porcién carboxilo (H1-carboxilo) y

muy deficiente (+) de la porcién amino (H2-amino).



Una vez recabada la informacion del andlisis de las muestras de tejido de cada
uno de los pacientes que cumplieron los criterios de seleccion y de acuerdo con los datos
del cuestionario general de miopatias, cada una de las caracteristicas clinicas se
describen por cada una de las miopatias detectadas por inmunohistoquimica, y se

comparan entre los grupos de acuerdo con la deficiencia de disferlina o distrofina.

Aspectos éticos

Con fundamento en el Reglamento de la Ley General de Salud en Materia de
Investigacion para la Salud, descrito en el Titulo segundo. De los aspectos éticos de la
investigacion en seres humanos, Articulo 17, se considera que es un estudio sin riesgo. Ya
gue solamente se utilizd la informacion clinica del cuestionario general de miopatia y se
analizaron biopsias musculares enviadas de los hospitales donde habitualmente son
tratados estos pacientes. En nuestro estudio guardamos la debida confidencialidad de la
informacion obtenida, ya que los datos personales de los pacientes se codificaron. Los
resultados del estudio inmunohistoquimico se enviaron a los médicos que derivaron las

muestras.



Este estudio forma parte del proyecto de investigacion titulado: “Optimizacion del
diagnostico de las Distrofias Musculares mas comunes por Western Blot Multiple” que fue

registrado ante la Comision Nacional de Investigacion, con el nimero 2003-718-0024.

Factibilidad

En la UIMGH aplicamos pruebas de inmunofluorescencia para identificar los casos de DM.
Todos los participantes tienen experiencia en las técnicas empleadas y se cuenta con el
material basico necesario.

Los pacientes fueron provenientes de diferentes unidades del IMSS y del servicio de
Distrofia Muscular del Instituto Nacional de Rehabilitacién asi como de otras instituciones,
siempre y cuando cubrieran los criterios de inclusion del presente estudio.

Los recursos finanacieros fueron asignados del Protocolo evaluado y autorizado por la

Comisién Nacional de Investigacion Cientifica con nOmero de registro 2003-718-0024.

Andlisis estadistico
Se presentan los datos de manera cualitativa debido al numero de sujetos incluidos.
Se realizo correlacion de variables ordinales con prueba Tau de Kendal tipo B. Valor de P <

0.05 fue significativa.

Cronograma de actividades
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. Enero 2008 Diciembre 2008 Enero 2008
Diciembre 2007 2008
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RESULTADOS

Durante el periodo comprendido desde febrero hasta noviembre de 2008 se
analizaron 38 casos con sospecha de distrofia muscular, los cuales fueron referidos de ocho
centros hospitalarios de tercer nivel de atencion de la ciudad de México; la edad varié desde
los cuatro meses hasta 56 afios, correspondiendo 12 individuos al sexo femenino y 26 al

masculino.

De los 38 casos, 26 fueron eliminados del presente estudio ya que 14 muestras
presentaron resultados normales para la proteinas estudiadas (distrofina y disferlina), por lo
que se descarté Distrofia Muscular de Duchenne (DMD), Distrofia Muscular de Becker (DMB) o
Distrofia de Cinturas tipo 2B (LGMD2B). En nueve pacientes su biopsia no fue posible analizarla
ya que no se identificaron fibras musculares y, en otros tres casos, que también fueron
excluidos, se traté de pacientes que fueron referidos con diagnaéstico inicial de DM congénita
(dos con sospecha de deficiencia de Merosina). Estos pacientes presentaron deficiencias en
las proteinas distrofina y disferlina, pero debido a que no se realiz6 analisis
inmunohistoquimico con el anticuerpo especifico, aunque clinicamente correspondieron al
grupo de las DM congénitas, su resultado no pudo ser diferenciado de Distrofia Muscular
Congénita 1A (MDCIA) o de DMD/DMB. De esta forma el estudio se integré con 12 casos que

resultaron con deficiencia en las proteinas Distrofina, Disferlina o de ambas.
Caracteristicas de los 12 pacientes con diagnostico de distrofia muscular

Como se muestra en la Tabla 2, el rango de edad de los 12 pacientes del estudio
estuvieron comprendidas dentro de los 3 a los 37 afos; diez fueron masculinos y dos
femeninos. Hubo siete diferentes diagndsticos clinicos antes de analizar las muestras de
musculo; los mas frecuentes fueron probable DM (n=4) y DMD (n=3). Mientras que después
del estudio bioquimico, se identificaron seis pacientes con DMD, cuatro con LGMD2B y dos
con DMB. Conviene destacar que solamente en cuatro pacientes (casos 6, 7, 10 y 12) el

diagnostico de sospecha desde el punto de vista clinico, correspondio con el diagnadstico final.

Por otro lado, como se describe en la Tabla 3, con respecto a los antecedentes

perinatales, sélo en dos pacientes se detectd alguno de importancia: un paciente con



oligohidramnios (caso 2) y el otro con hipomotilidad fetal (caso 8). En ningin caso de reporto

consanguinidad, antecedentes familiares de miopatias o de hipotonia al nacimiento.

Desde el punto de vista de las caracteristicas clinicas, cuatro pacientes (casos 1, 2,5y
7) presentaron retraso en el desarrollo motor, de los cuales, tres (casos 1, 2 y 7) tienen un
cuadro clinico grave para DMD y uno (caso 5) con cuadro clinico grave para LGMD2B. Con
respecto a los signos patolégicos de los miembros inferiores, practicamente todos los
pacientes presentaron los ocho signos evaluados, con excepcion de caidas faciles que no se
presentd en los casos 4, 5, 6 y 9. En contraste, los signos patoldgicos en los miembros
superiores fueron menos frecuentes y hubo tres pacientes (casos 4, 8 y 9) que no tuvieron
alguno de los considerados; en este grupo, el problema mas frecuente fue la dificultad para
cargar pesos (n=8), seguido de la dificultad para levantar los brazos (n=7), mientras que

solamente dos pacientes (caso 3 y 6) presentaron con debilidad del cuello.

También los signos anormales de cabeza, cuello y torax fueron poco frecuentes; en
cinco casos no hubo registro de alguno de los signos (caso 6, 7, 8, 10 y 11), pero el caso 9 con
deficiencia de distrofina y disferlina presenté cuatro de los siete evaluados. En los siete
pacientes que presentaron alguno de estos signos, los principales fueron la disnea y las
alteraciones de los movimientos faciales. Conviene mencionar que adn cuando no esta
descrito en la Tabla 3, en ningln caso se registré alteracién de los movimientos oculares,

ptosis o disartria.

Por ultimo, del grupo denominado como signos clinicos a la exploracion fisica, cuatro
pacientes (caso 3, 10, 11 y 12) presentaron mialgias, calambres, atrofia muscular, miotonia,
disminucion de los reflejos tendinosos y repuesta plantar disminuida. El resto tuvo de uno a
cuatro de esto signos presentes. Ademas que en 11/12 pacientes que se realizd EMG, en
todos el resultado fue presentar un perfil miopatico; con respecto a CPK los 12 pacientes

tuvieron cifras anormales, siendo hasta mas de 10 veces mayores a lo normal (>200 Ul/I).
Hallazgos bioquimicos (inmunofiuoresencia) de distrofina y disferlina

En la Tabla 2 y en las fotografias 1 a la 12 se muestran los hallazgos de las alteraciones
detectadas en los 12 pacientes desde el punto de vista bioquimico sobre la expresion de
distrofina y disferlina. Dos pacientes tuvieron deficiencia Unica de distrofina (caso 1y 2), cuatro



con deficiencia exclusiva de disferlina (casos del 3 a 6) y seis (casos del 7 al 12) con deficiencia

primaria de distrofina y secundaria de disferlina.

Se detectaron alteraciones tanto en la porcion carboxilo, como en la porcion amino de
disferlina o distrofina. En cuanto a los ocho casos con alteracion de distrofina hubo deficiencia
de las dos porciones, con excepcion del caso 12 en el cual no hubo alteracion de la porcion
amino. Destaca el caso 7 ya que no hubo expresion de la proteina en ninguna de sus

porciones, asi como el 9y 10 en los cuales la expresion fue muy deficiente.

En cuanto a disferlina, en los cuatro pacientes con LGMD2B hubo deficiencia
moderada en la porcion carboxilo; mientras que en dos hubo ademas deficiencia moderada

de la porcién amino (caso 4y 6).

En los seis casos donde se asocio la deficiencia de distrofina con disferlina, también
hubo variacion en la expresion de las porciones carboxilo 0 amino. La expresion de la porcion
carboxilo de distrofina fue nula en el caso 7; muy deficiente en los casos 9 y 10, y en los tres
restantes deficiencia moderada. Con respecto a la porcion amino, expresion nula en el caso
7, tres casos con expresion muy deficiente (caso 9, 10 y 11) y uno con deficiencia moderada
(caso 8) y uno con expresion normal (caso 12). Para disferlina, en un caso la expresion de la
porcion carboxilo fue nula (caso 7), un caso con expresion muy deficiente (caso 10) y los cuatro
restantes, con expresion moderada. Con respecto a la porcibn amino, dos casos con

expresion muy deficiente (casos 7y 11), y los otros cuatro con deficiencia moderada.



Tabla 2. DESCRIPCION DE LOS CASOS DE DISTROFIA MUSCULAR CON EL ANALISIS DE DISTROFINA Y DISFERLINA POR MEDIO DE
INMUNOFLUORESCENCIA.

1 4 M DMen estudio*  DISTROFINA Dys2-carboxilo (++) Dys3-amino (++) H1-carboxilo (+++) H2-amino (+++) GRAVE  DUCHENNE
2 7 M Probable DM* DISTROFINA Dys2-carboxilo (++) Dys3-amino (++) H1-carboxilo (+++) H2-amino (+++) GRAVE  DUCHENNE
3 6 M Probable DM* DISFERLINA Dys2-carboxilo (+++) Dys3-amino (+++) Hi1-carboxilo (++) H2-amino (+++) GRAVE LGMD2B
4 9 M Miopatia DISFERLINA Dys2-carboxilo (+++) Dys3-amino (+++) Hi1-carboxilo (++) H2-amino (++)  GRAVE LGMD2B
5 16 F  Probable LGMD** DISFERLINA Dys2-carboxilo (+++) Dys3-amino (+++) H1-carboxilo (++) H2-amino (+++) GRAVE LGMD2B
6 22 F_ Disferlinopatia DISFERLINA Dys2-carboxilo (+++) Dys3-amino (+++) Hi-carboxilo (++) H2-amino (++)  GRAVE LGMD2B
7 3 M Duchenne DYS/DYSF  Dys2-carboxilo (-)  Dys3-amino (-)  H1-carboxilo (-)  H2-amino (+) GRAVE  DUCHENNE
8 7 M Duchenne DYSIDYSF  Dys2-carboxilo (++) Dys3-amino (++) H1-carboxilo (++) H2-amino (++)  GRAVE  DUCHENNE
9 M FEH** DYS/DYSF  Dys2-carboxilo (+)  Dys3-amino (+)  H1-carboxilo (++) H2-amino (++)  GRAVE DUCHENNE
10 9 M Eﬁg{ﬂf DYSIDYSF  Dys2-carboxilo (+) Dys3-amino (+)  H1-carboxilo (+) H2-amino (++)  GRAVE  DUCHENNE
u 23 E?s)fgarllti)rl\%patl’a DYSIDYSF  Dys2-carboxilo (++) Dys3-amino (+)  H1-carboxilo (++) H2-amino (+) LEVE BECKER
12 37 M  Probable DM* DYSIDYSF  Dys2-carboxilo (++) Dys3-amino (+++) H1-carboxilo (++) H2-amino (++) LEVE BECKER

* DM (distrofia muscular)

** | GMD (Distrofia de cinturas)
*++x DMD (Distrofia muscular de Duchenne)
*** FEH (Distrofia Facio-Escapulo-Humeral)

DYS = Distrofina  DYSF = Disferlina
* Cuadro clinico DMD/DMB Leve >12 afios; Grave <4 afios;
* Cuadro clinico LGMD2B Leve >25 afios; Grave <25 afios.




Caracteristicas de los pacientes de acuerdo con el resultado del analisis de distrofina y

disferlina.

El diagnostico final de acuerdo con el resultado obtenido de la inmunohistoquimica, lo
definimos basandonos en las caracteristicas clinicas y el inmunofenotipo. De esta forma se
pudo clasificar el cuadro clinico de acuerdo con la edad de presentacion; asi, hubo seis
pacientes con DMD con cuadro clinico grave, dos con DMB y cuadro clinico leve, y cuatro con
diagnéstico de LGMD2B considerados con cuadro clinico grave (Tabla 2).

Al comparar las caracteristicas clinicas de acuerdo con el tipo especifico de deficiencia
proteica observamos que hubo contrastes (Tabla 2): en los dos pacientes que tuvieron
exclusivamente deficiencia de Distrofina (caso 1y 2), a pesar de no haber diferencia desde el
punto de vista de la expresion proteica, existen algunas diferencias clinicas. Por ejemplo, en
comparacion con el paciente de 7 afos (caso 2) el de 4 afios tiene disnea lo que refleja una

mayor gravedad del cuadro clinico.

En los pacientes con deficiencia primaria de disferlina existe una diferencia notoria en
el cuadro clinico, lo cual al parecer no esta relacionada exclusivamente con el resultado de la
inmunohistoquimica, ya que el paciente de menor edad (caso 3) con tan solo deficiencia
moderada en la porcion carboxilo, tiene un mayor involucramiento en todas las areas
evaluadas, mientras que los casos 4 y 6 tuvieron deficiencia moderada de la porcion
carboxilo y ademas deficiencia moderada de la porciébn amino, pero con un cuadro clinico
con relativamente menor afectaciéon en los miembros superiores, cabeza, cuello y torax.
También es de comentar que en estos dos Ultimos casos, el cuadro clinico de la paciente de
22 afos (caso 6), tiene una evolucion longitudinal mayor, en comparacion al paciente de 9

afos (caso 4), y sin notarse diferencias en cuanto al sexo.

En lo referente a los pacientes con deficiencia primaria de Distrofina y secundaria de

Disferlina, encontramos:

El paciente de 3 afios (caso 7) es el que no tiene expresion de distrofina y solo
presenta expresion muy deficiente de la porcion amino de la disferlina, por lo tanto es el que
tiene mayor deficiencia de ambas proteinas, pero desde el punto de vista clinico, tomando en
consideracion los signos patologicos presentes al momento de la evaluacion, su cuadro

clinico es menos grave en comparacion con el resto de los casos con deficiencia combinada



de ambas proteinas. En contraste, la expresion de las proteinas del caso 12 es
moderadamente deficiente; sin embargo, en lo referente al cuadro clinico tiene un mayor
espectro de afectacion e involucramiento, pero hay que considerar que tiene 37 afios de

edad, lo que indica una evolucién prolongada con mayor progresion del deterioro muscular.

En cuanto a los dos pacientes con 9 afos (casos 9 y 10) los cuales tuvieron una
expresion deficiente de ambas proteinas pero con resultado semejante, llama la atencién que
el comportamiento clinico es diferente. El caso 9 presenta mayor afeccion en cara, cuello y
torax que corresponderia clinicamente a un cuadro franco de distrofia facio-escapulo-
humeral, mientras que en el caso 10 la mayor afeccion se presentd en los signos de los
miembros superiores, pero en conjunto, su comportamiento clinico seria de una DMD.

Finalmente, al comparar el cuadro clinico de los dos casos de deficiencia Unica de
distrofina (caso 1y 2) con los seis de la deficiencia de distrofina y disferlina, se identifico que
se presenta a edades mas tempranas y con un involucramiento clinico mas amplio, incluso al
comparar con los dos pacientes (caso 7y 8) con edades similares.

La correlacion estadistica de datos entre: la severidad del cuadro clinico leve y grave,
con la deficiencia Unica de distrofina y la deficiencia primaria de distrofina mas la deficiencia

secundaria de disferlina, tuvimos como resultado tau= -.333, p= 0.15.



Tabla 3. COMPARACION DE LAS CARACTERISTICAS CLINICAS DE LOS PACIENETS CON DISTROFIA MUSCULAR
ACUERDO CON LA DEFICIENCIA DE DISFERLINA O DISTROFINA.

*

Distrofina Disferlina Distrofina/Disfelina
DATOS CLINICOS
Edad da | 7a |6a | 9a (16a|22a|3a|7a | 9a | 9a | 23a | 37a
Antecedentes Perinatales Patol6gicos ND « [ND ND ND ND|ND . ND ND ND ND
Desarrollo Psicomotor Retrasado * * * *
Dificultad para subir escaleras. * * +  x  * * +  x » * . *
Dificultad para levantarse de una silla. * * + % * * + % * * * *
Dificultad para levantarse de dectbito dorsal. * * % * * % * * * *
SIGNOS .
CLINICOS Maniobra de Gowers. * * * * * * * * * * * *
MIEMBROS i ;
INFERIORES Dificultad para pararse con las puntas de los pies. | « * + % * * + % * * * *
Caidas faciles * * * * * * * *
Debilidad muscular * * * * * * * * * * * *
Limitacién del perimetro de la marcha. * * + % * * + % * * * *
Dificultad para levantar los brazos. * * * * * * *
Dificultad para cargar pesos con los brazos. * * * * * * * *
SIGNOS Dificultad para la flexion de los brazos | * * *
CLINICOS - —
MIEMBROS Dificultad para la extension de los brazos. * * * * *
SUPERIORES  pificultad para cerrar o abrir manos. . . .
Dificultad para abrir frascos o botellas. * * » *
Debilidad en cuello. * *
SIGNOS Diplopfa. *
CLINICOSDE  Alteracién de movimientos faciales. . * * *
CABEZA,
CUELLO Y Disfagia. * *
TORAX .
Disnea. * * * . *
Mialgias. * * % * * * *
Calambres. * * * * * * * * * * *
SIGNOS -
CLINICOS A LA Atrofia muscular. * * * * * * * * * .
EXPLORACION ;
FISICA Miotonia. * % * *
Disminuci6n de reflejos osteotendinosos. * * * % * * % * * *
Respuesta plantar disminuida. * * * * * *
ESTUDIOS DE  Patron de electromiografia. ND * * % * * * % * * * *
GABINETE Niveles de Creatina Fosfocinasa (CPK). * * % * * % * * * *
o o 9 90 o o
® @ @ @
§ /2 38 3§ 5 5 5 & ¢
Diagnéstico final 2 2 £ 2 2 2 3 3
t 5|8 § 3§ /2T 2 ¢ ¢ & &
a 4| = = =<' 8 a a
= signo presente espacio en blanco= signo ausente  ND = signo no descrito a = afios
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DISCUSION

El diagnéstico de las distrofias musculares es complejo debido a diferentes
factores, entre los que destaca su comportamiento clinico debido a que se
sobreponen signos entre una y otra entidad; asi como la baja especificidad de los
estudios de laboratorio y gabinete, que no permite diferenciarlas entre ellas; ademas
de que se requiere de un entrenamiento especializado para poder identificar,

estudiar y asesorar a pacientes con padecimientos musculares.

Dada su especificidad, el estudio de inmunohistoquimica ha demostrado ser
una herramienta sumamente Util en la determinacion de la etiologia de las DM
(Norwood et al 2007; Vainzof y Zatz, 2003; Sewry, 2000). Ello ha quedado
demostrado nuevamente en el presente estudio en el que el andlisis de 12 pacientes
con DM (tabla 2) este método nos permitio determinar la etiologia y diagndstico
definitivo en todos los casos, y en algunos de ellos se establecié un diagnostico que
no habia sido considerado cuando se enviaron las muestras a esta unidad; lo cual
resalta la importancia de tener disponible esta herramienta en lugares de referencia

donde se atienden pacientes con problemas neuromusculares.

En estudios previos, tanto de nuestro grupo de trabajo, como de otros autores
se han descrito las caracteristicas moleculares y bioquimicas de distrofina y
disferlina, pero hasta el momento no se ha podido establecer claramente una
relacion genotipo-fenotipo (Norwood, 2007; Moore et a/, 2006; Vainzof y Zatz, 2003).
Por esta razon, el objetivo de este estudio fue determinar el comportamiento clinico
en los pacientes con deficiencia de distrofina, con deficiencia de disferlina o con
deficiencia de ambas, asi como definir si existe correlacion entre la expresion

deficiente de estas y el comportamiento clinico de cada individuo.
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A la luz de los hallazgos en los 12 pacientes estudiados se evidencia el hecho
de que existe una relacion entre el grado de expresion proteica y el cuadro clinico. Al
respecto los pacientes con diagnostico de DMD/DMB, identificados con una
deficiencia combinada de distrofina y disferlina, presentan un cuadro clinico de inicio
temprano y progresion mas rapida con mucho mayor involucramiento muscular
(tabla 3), en comparacion con aquellos que tienen una deficiencia proteica Unica

(distrofina o disferlina)

Al verificar los resultados de la inmunofluorescencia se observaron dos casos
contrastantes que son, el caso 7 (3 afios) y el caso 12 (37 afios). Mientras que en el
primero las manifestaciones con cuadro clinico ya descrito como severo, se detecto
una ausencia total de distrofina y disferlina, en el segundo caso, aun cuando
también tuvo deficiencia de ambas proteinas el cuadro clinico fue leve (ya que inicio
después de los 12 afios), pero con manifestaciones mas floridas del cuadro clinico.
Esta observacion implica que, en los pacientes con DMD/DMB a mayor edad existe
mayor dafio muscular (Durbeej y Campbell, 2002; Muntoni et a/, 2003; Kanagawa y
Toda, 2006; Deconinck y Bernard, 2007), resulta insuficiente como criterio de
clasificacion de la gravedad de la DM, pues en ambos casos se observa un deterioro
muscular que compromete su capacidad muscular motora, y en consecuencia su
calidad de vida. Ademas de que el grado de expresion proteica esta directamente
relacionada con la gravedad del cuadro clinico, por lo que los individuos con una
menor expresion manifiestan un cuadro clinico mas severo y con una edad de

presentacion mas temprana.

Desde el punto de vista de la expresion proteica, se ha observado que existe
una relacion entre el dominio mutado dentro de la region codificante del gen DMD, y

el cuadro clinico. Especificamente se ha observado en diversos estudios, que los
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pacientes con DMD con cuadros mas graves presentan mutaciones en el extremo
carboxilo, region que interactua con el complejo DAPC (Dystrophin-Associated
Protein Complex) en el sarcolema y que resulta fundamental para su estabilidad. Por
el contrario, aquellos pacientes en los que la distrofina se encuentra mutada en la
porcién amino pero conserva el extremo carboxilo suelen corresponder a casos de
DMB o en general a cuadro con presentacion clinica menos severa de presentacion
tardia (Vainzof y Zatz, 2003; Glover y Brown, 2007). Esto es algo que también
observamos en nuestros pacientes con DMD en los que se detecta una menor
expresion a través de la porcion carboxilo comparado con la porcién amino, y que
presentan una mayor severidad del cuadro clinico y de igual forma en nuestros

pacientes con LGMD2B, lo que coincide con la observacion del grupo de Vainzof.

En cuanto a la mayor gravedad expresada por la doble deficiencia,
observamos que en realidad resulta determinante el tipo de alteracion de la
distrofina, por lo que la severidad se determina en etapas tempranas y se agrava
con la edad, tal y como se ha descrito anteriormente en los pacientes con DMD,
quienes sufren un proceso de degeneracion progresiva e irreversible (Davies y
Nowak, 2006; Guglieri et a/, 2005; Durbeej y Campbell, 2002; Muntoni et a/, 2003;
Kanagawa y Toda, 2006)). Es asi que la deficiencia de disferlina resulta ser una
caracteristica secundaria en algunos pacientes; es decir, no se trata de una segunda
mutacion en el mismo individuo, sino que la expresion de la proteina se pierde a la
par de otros componentes del sarcolema y de la membrana, ocasionada por la
desestabilidad conferida por la deficiencia de distrofina (Kanagawa y Toda, 2006;
Batchelor y Winder, 2006; Deconinck y Dan, 2007; Petrof, 2002; Ehmsen et a/, 2002).

Con base en lo anterior podemos postular, en relacion a la deficiencia secundaria de

22



disferlina, que el dafio muscular conduce a degeneracion y necrosis del tejido (fibra

muscular), por lo tanto no puede reparar lo que ya no existe.

Asi confirmamos que el sarcolema como unidad estructural de la fibra
muscular, es un complejo proteico multimérico cuya estructura se altera a raiz de la
ausencia o deficiencia de una de las moléculas que lo integran, lo cual conduce a la
desestabilizacion de la membrana plasmética, la expresion proteica o funcion de
otras proteinas y enzimas y promueve el desarrollo de la distrofia muscular, como ya
ha descrito en sus trabajos Norwood y cols. (2007), Moore y cols. (2006), Vainzof y
cols. (2003), Guglieri y cols. (2005), asi como Davies y Nowak (2006). Aln establecida
esta correlacion que explica la generalidad de los cuadros clinicos analizados,
existen diferencias entre los individuos que se pueden explicar con base en los
mecanismos en los que participan genes compensadores, modificaciones
postraduccionales, etc. y que hasta el momento no estan dilucidados del todo
(Grounds, 2008).

Con el ndmero de individuos del estudio no fue posible establecer una
correlacion estadistica. Por lo tanto es importante ampliar los estudios de este tipo,
asi como el estudio de los mecanismos de dafio y reparacion de la fibra muscular, lo
gue ayudara a comprender mejor su funcionamiento y establecer medidas

terapéuticas para el manejo de estos pacientes.
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CONCLUSIONES

e Enlos pacientes con DMD/DMB hay una relacién del grado de deficiencia
de distrofina con la severidad de la enfermedad, esto se explica por una
deficiencia més notable de la porcion carboxilo.

e La expresion alterada de una proteina del sarcolema, conduce a la
alteracion de otras moléculas y desestabilizacion de la membrana
plasmatica, lo que explicaria la deficiencia secundaria de disferlina.

e La deficiencia primaria de distrofina asociada a la deficiencia secundaria
de disferlina, si se asocia a un cuadro clinico méas grave, esto porque hay
una presentacion a edades mas tempranas, con un involucramiento
motor importante.

e Clasificar el cuadro clinico de un paciente como grave o leve es
insuficiente, ya que la severidad de las caracteristicas clinicas no solo son
resultado de la edad de inicio de signos y sintomas.

e Para clasificar clinicamente a un paciente de forma adecuada, es
necesario considerar las caracteristicas que son consecuencia del dafio
muscular como, la velocidad de progresion del dafio que conduce a
pérdida de la funcién muscular, los grupos musculares afectados, edad
de inicio cada uno de los signos y sintomas, asi como relacionarlo con las

caracteristicas bioquimicas de la expresién proteica.
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HOJA DE CAPTACION DE DATOS

Nombre:

Anexo 1

No de cédula:

Sexo:

Edad:

Domicilio:

Teléfono:

Edad de lamadre:

Consanguinidad:

Edad ddl Padre:

Endogamia

Otros familiares afectados:

Edad deinicio de primeros signos:

Afecciéninicial: cinturapélvica

Tiempo de extension de signos.

cintura escapular

Con afeccion a

Valoracion cardiol 6gica:

A lafechadel estudio: marchaindependiente uso silla de ruedas

Inicioy evolucion similar aDMD:




Enzimas;

Datos de EMG:

Datos de biopsia muscular:

Estudio inmunohistoquimico:

Estudio genético molecular:




Anexo 2 )
CUESTIONARIO GENERAL DE MIOPATIAS.

INSTITUCION.-

FECHA .-

REGISTRO.-

Nombre.-

Edad.-

Fecha de nacimiento.-

Lugar de origen.-

Lugar deresidencia.-

Direccion.-

Teléfono.-

Origen de padres.-

Consanguinidad.- (no) (s)

Historiafamiliar.- (no) (si) especificar

Antecedentes perinatales.- (no) (si) especificar

Hipotonia a nacer.- (no) (s) evolucion

Desarrollo psicomotor.- (normal ) (anormal) Sostén cefalico
Edad de caminar
Hablar

Desempefio escolar.-(bueno) (regular) (malo) evolucién:

Edad deinicio.-

Primer sintoma.-

Miembros inferiores (edad).- dificultad para subir escaleras

Levantarse de unasilla

Levantarse del decibito dorsal

Levantarse de cuclillas (Gowers)

Parase de puntas

Caidasfaciles

Limitacion del perimetro de marcha
Miembros superiores (edad).- dificultad para levantarlos

Cargar pesos

Doblarlos (flexion)

Extenderlos (extension)

Cerrar o abrir manos

Abirir frascos o botellas

Debilidad de cuello.- (no) (si), inicio

Vision doble (diplopia).- (no) (s), inicio

Alteracion de movimientos faciaes.- (no) (si), inicio

Dificultad para deglutir (disfagia).- (no) (si), inicio

Dificultad para hablar (disartria) .- (no) (s), inicio

Fatadeaire (disnea).- (no) (8), inicio

Pérdida de masa muscular (atrofia).- (no) (s), inicioy localizacion
Dolor muscular (miagias).- (no) (s), inicioy localizacion
Mioglobinuria (orinarojaasociada 0 no amiagias).- (no) (s), inicio/describir
Calambres.- (no) (8), inicio/locaizacion
Problemavisual .- (no) (si), inicio

Problema auditivo.- (no) (si), inicio




Miotonia.- (no) (si), inicio/especificar

EXPLORACION.-

Debilidad (distribucion y grado).-

Reflgjos.- (normales) (anormales), especificar

Respuesta plantar .- (normal) (anormal), especificar

Sensibilidad.- (normal) (anormal), especificar

Movimientos ocul ares.- (normal) (anormal), especificar

Ptosis.- (no) (unilateral) (bilateral)

Afeccion facial.- (no) (s)

Alteraciones ortopédicas.- (no) (si),especificar

Otros hallazgos.-

EMG.- (no realizada) (normal) (Miopética) (Neuropdtica)

VCN.- (no realizadas) (normales) (anormales)

CPK.- (no redlizada) (normal) (anormal),

Biopsia Muscular (norealizada)  (normal) (anormal) Fecha
Msculo
Institucion
No. de biopsia

Tratamiento (no) (si), especificar

Rehabilitacion.- (no) (s)

Primer servicio que atendio al paciente.-

Arbol geneal 6gico:
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