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INFORMACION DEL ARTICULO RESUMEN

Historia del articulo: Introduccién. Se efectia una revisién de los aspectos fundamentales clinicos y de biopsia
Recibido el 12 de octubre de 2010 muscular de las miopatias congénitas, distrofias congénitas y distrofia muscular de cintura.
Aceptado el 19 de noviembre de Objetivo. El objetivo no es una mera descripcién de clinica y patologias bien establecidas y
2010 conocidas o bien accesibles en la bibliografia, sino recalcar el abordaje diagnéstico median-

te la biopsia muscular con el objetivo de orientar la investigacién genética.
Desarrollo. Dentro de las miopatias congénitas se plantea la adecuada caracterizacién de
cada entidad mediante el estudio morfolégico, histoquimico y ultraestructural. Existe mar-
cada heterogeneidad genética dentro de cada entidad morfolégica y las mutaciones de un
mismo gen pueden causar diferentes patologias. En la miopatia nemalinica existen nume-
rosos genes involucrados, lo que hace més compleja la investigacién genética. En etapas
’ i precoces el diagnéstico por biopsia puede no ser concluyente y ser necesario rebiopsiar
Inmunohistoquimica debido a la progresién de las alteraciones morfoldgicas. La heterogeneidad clinica y mor-
folégica aun en el seno de la misma familia, como en el Central Core, asi como la existen-
cia de casos en el adulto que plantean diagnéstico clinico diferencial con distrofias de
cintura, representan dificultades diagnésticas adicionales. Se sefiala el importante aporte
de algunas observaciones morfolégicas, histoquimicas y ultraestructurales en miopatia
centronuclear en el sentido de facilitar una orientacién genética.
En las distrofias musculares se destaca la importancia de la eleccién del musculo a biop-
siar, que debe ser indicado por el neurdlogo, en algunas circunstancias basado en las ob-
servaciones de la resonancia magnética. Se sugiere la actualizacién permanente consul-
tando la tabla de genes y se sefiala el algoritmo diagnéstico con técnicas de inmunohisto-
quimica y Western Blot (WB). Se intenta simplificar la clasificacién de distrofia muscular
congénita segin presenten o no afectacién del sistema nervioso central (alteracién de la
sustancia blanca o trastornos de migracién neuronal).
En algunas distrofias, tales como el Emery-Dreifuss por déficit de lamina, la forma FHL1 y
la distrofia facioescapulohumeral, es fundamental el rol del neurdlogo, dado que no se
puede arribar a un diagnéstico siguiendo el algoritmo inmunohistoquimico y de WB. Se
sefialan las distrofias que pueden tener una presentacién clinica tipo metabdlica como
distrofinopatias, sarcoglucanopatias, FKRP y déficit de calpaina y las que presentan infil-
trado inflamatorio en la biopsia muscular, tales como déficit de merosina, déficit de disfer-
lina, déficit de lamina A/C y FSH. Por dltimo, se plantea la utilidad de la identificacién por
microscopia electrénica de entidades que deberian ser enviadas a biopsiar con diagnéstico
presuntivo basado en el interrogatorio clinico exhaustivo.
Conclusiones. Si bien el patdlogo es el que efectia el abordaje diagndstico de las biopsia
muscular, el neurélogo tiene un rol esencial en orientar este estudio, discutir el caso con el
patélogo e indicar el estudio genético.
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Muscle biopsy in congenital myopathies and muscular dystrophies

ABSTRACT

Introduction. This is a review of the main clinical and muscle biopsy aspects in congenital
myopathies, congenital dystrophies and limb girdle muscular dystrophy.
Objective. The objective is not a description of well-known diseases but to emphasize a
diagnostic approach through muscle biopsy findings in order to orientate the genetic
investigation.
Development. In the field of congenital myopathies and adequate characterization of each
disease can be achieved with the morphological, histochemical and ultrastructural studies.
There is genetic heterogeneity within each morphological entity and the same gene may
be involved in different diseases. In nemaline myopathy genetic findings are more complex
because there are many genes responsible of the same disease. Biopsy diagnosis may not
be conclusive in early biopsies due to the progression of morphological changes, thus it
may be necessary to repeat the muscle biopsy some months or years later. In Central Core
Disease there may be clinical and morphological heterogeneity, even within members of
the same family and some cases in adults may be interpreted from the clinical point of
view as limb girdle muscle dystrophy. Morphological, histochemical and ultrastructural
observations in centronuclear myopathy may be useful for genetic orientation.
In muscular dystrophies, the election of the muscle for biopsy is of main importance and the
neurologist should in occasions ask for an MRI for this purpose in order to choose a muscle
not replaced by fatty tissue. In order to be updated gene table consultation is advisable; an
immunohistochemical algorithm as well as Western Blot is proposed. Congenital muscular
dystrophy classification is simplified, considering those with no central nervous system
involvement and those with white matter changes or abnormal neuronal migration.
In some limb girdle dystrophies such as Emery Dreifuss and FSH, the neurologist has a
main role in the identification of the fenotype, because the muscle biopsy diagnostic
algorithm performed for other muscular dystrophies doesn’t help to arrive to a correct
diagnosis.
Some muscular dystrophies may have a metabolic presentation such as dystrophinopathies,
sarcoglucanoopathies, FKRP and calpainopathies. Other muscular dystrophies may have
prominent inflammatory infiltration in the biopsy, such as dysferlin deficiency, lamin/C
deficiency and FSH.
Electron microscopy may be extremely helpful in some entities.
Conclusion. Although the pathologist does the diagnostic approach through the muscle
biopsy, the neurologist has an essential role in the orientation of this study, discussion
with the pathologist as well as genetic advise.

© 2010 Sociedad Neuroldgica Argentina. Published by Elsevier Espaiia, S.L.

All rights reserved.

Miopatias congénitas

Son patologias de origen genético; algunas se conocen desde
hace mas de 50 afios por descripcién clinica y de biopsia mus-
cular, caracterizadas por cambios histoquimicos y ultraes-
tructurales distintivos en la biopsia. Presentan en general
predominio histoquimico de fibras tipo I en ocasiones aso-
ciado a hipotrofia/atrofia de fibras tipo 1. En la tltima década
los avances en la investigacién genética molecular de estas
patologias han demostrado que existe marcada heterogenei-
dad genética en cada entidad morfoldgica, y a su vez las
mutaciones de un mismo gen pueden causar diferentes pato-
logias dentro de las miopatias congénitas?.

Son lentamente progresivas con tendencia a estabilizarse,
el diagnoéstico puede ser no conclusivo en la biopsia en etapas

precoces y ser necesario rebiopsiar al paciente dado que
puede existir progresién de las alteraciones morfoldgicas.

La presentacién clinica es en la mayoria de los casos con
hipotonia congénita o en los primeros afios de vida con debi-
lidad muscular, retraso en pautas motoras, compromiso facial
(paladar ojival, hipomimia). Puede existir debilidad bulbar con
problemas en la alimentacién y riesgo de aspiracién, asi como
problemas respiratorios. Suelen desarrollar contracturas pro-
gresivas y escoliosis. Algunas son lentamente progresivas y
suelen estabilizarse con los afios. La CPK es normal o mode-
radamente elevada. El desarrollo intelectual suele ser normal.
Excepcionalmente el curso puede ser rapido y fallecer de
insuficiencia respiratoria o cardiaca.

La biopsia muscular con histoquimica y microscopia elec-
trénica es esencial para el diagnostico. En ocasiones la reso-
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nancia magnética (RM) de miembros puede contribuir en ese
sentido.

El interés esencial de esta revisién no es el hacer una des-
cripcién detallada de patologias bien conocidas sino destacar
algunos aspectos, tales como:

e La heterogeneidad clinica y morfolégica que se puede pre-
sentar en una misma familia, especialmente en pacientes
adultos que pueden ser casi asintomaticos.

e Las dificultades que se pueden plantear en la identificacién
genética en las miopatias nemalinica y centronuclear, entre
otras.

e La existencia de cambios morfoldgicos progresivos en biop-
sias sucesivas en algunas miopatias congénitas.

e La existencia de casos de adultos en los que se plantea cli-
nicamente el diagnoéstico diferencial con distrofias de cin-
tura.

Constituye el grupo 3 de la tabla de genes?.

Se enumeran soélo las mas clasicas y fundamentales sobre
las que existe amplia experiencia clinica, histoquimica,
ultraestructural y genética.

Miopatia nemalinica (NEM)

¢ NEM 1, herencia AD, cromosoma (cr) 1g21.2, gen/simbolo
TPM3, proteina: tropomiosina 3

¢ NEM 2, herencia AR, cr 2q22, gen/simbolo NEB, proteina:
nebulina

¢ NEM 3, herencia AD y AR, cr 1q42.1, gen/simbolo ACTA 1,
proteina: actina «-1

¢ NEM 4, herencia AD, cr 9p13, gen/simbolo TPM2, proteina:
tropomiosina 2

e NEM 5, TPM3M 5, herencia AR, cr 19q13, gen/simbolo
TNNT1, proteina: troponina T tipo 1

¢ NEM 6, herencia AD, cr 15q, gen/simbolo ?, proteina ?; NEM
7, herencia AR, cr 14q12, gen/simbolo: CFL2, proteina: cofi-
lina 2

Todos los genes responsables codifican para proteinas
componentes de los filamentos finos del sarcémero, como «-
y B-tropomiosina, troponina T, nebulina y a-actina del citoes-
queleto o bien las que regulan el recambio de los filamentos
finos como la cofilina que regula la despolimerizacién de la
actina. Los bastones o rods caracteristicos de esta entidad se
disponen a nivel subsarcolemal y menos frecuente intranu-
clear y son detectables con tricrémico de Gomori de color
rojizo y a nivel ultraestructural como material bastonoide
osmidfilo denso. Son reactivos para la a-actinina, y relaciona-
dos con la banda Z en continuidad con los filamentos de
actina. Resultarian de la disrupcién del sarcémero o modifica-
ciones de los filamentos finos con acumulacién de compo-
nentes sarcoméricos adoptando aspecto de rodsl. Los rods
pueden comprometer las fibras tipo 1 o bien ambos tipos de
fibras; la cantidad de rods en diferentes musculos del mismo
paciente puede variar y no tener correlacién con la severidad
del cuadro. Miembros asintomaticos de familias afectadas
pueden presentar sélo predominio 1 sin rods.

Ademads de hipotonia congénita y de debilidad muscular
generalizada, presentan compromiso facial con paladar ojival.
Ocasionalmente puede haber deformidades esqueléticas y arti-
culares, asi como formas neonatales asociadas a artrogriposis
multiple, de muy baja incidencia, a veces letales, en general por
mutaciones de Acta 1. En el curso de la miopatia pueden pre-
sentar escoliosis, insuficiencia respiratoria y cardiaca. Existirian
por lo tanto casos de aparente comienzo en la ninez, edad juve-
nil o adulta, y formas con cardiomiopatia y oftalmoplejia3.

Mutaciones dominantes en B-tropomiosina pueden deter-
minar desorganizacién de miofibrillas y engrosamiento de la
banda Z caracteristicos de cap disease®.

Desproporcion congénita en tipos de fibras (CFTD)

e GFTD, herencia AD, cr 1942.1, gen/simbolo ACTA1, pro-
teina: actin -1 (alélica a NEM3)

e CFTD, herencia AR, cr 1p36, gen/simbolo SEPN1, proteina:
selenoproteina N1 (alélica a RSMD1 y multiminicore)

e CFTD, herencia AR, cr 1921.2, gen/simbolo TPM3, proteina
tropomiosina (alélica a NEM1)

No estd aun incluida en la tabla de genes 2010 la forma por
mutacién RyR15, alélica de central core disease y multiminicore
disease.

La CFTD, caracterizada por atrofia de fibras tipo 1, fue ori-
ginalmente descrita por Brooke en 19736 como hipotonia
congénita con fibras tipo 1 pequenas o hipotréficas y relativo
buen prondstico. Se requiere por lo menos un 12% de diferen-
cia entre los dos tipos de fibras. Si bien originalmente se
interpretd como una entidad, la existencia de un patrén simi-
lar y el hecho que comparte genes con otras miopatias congé-
nitas sugiere la importancia de efectuar biopsias secuenciales
para mejor la caracterizacién en algunos casos’.

Miopatias centronucleares

El concepto de miopatia miotubular y centronuclear, al igual
que otras miopatias congénitas, se conoce desde hace mas de
44 anos por las descripciones clinicas y de biopsia, histoldgi-
cas y ultraestructurales®?.

Basado en el conocimiento actual sobre la funcién de los
genes de la forma recesiva ligada al X y de las otras formas de
centronuclear, las miopatias centronucleares tendrian en
comun un defecto en endocitosis y trafico de membranas®.

Miopatia miotubular (MTM)

e MTM1, herencia XR, cr Xq28, gen /simbolo MTM1, proteina
miotubularina

El gen codifica una tirosinfosfatasa o miotubularina que
desfosforila el lipido segundo mensajero fosfastidil-inositol 3
fosfato con efecto potencial durante la miogénesis.

Es probablemente la forma mas severa de miopatia congé-
nita. El diagnéstico es relativamente sencillo a nivel éptico y
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ultraestructural, con presencia de fibras redondas pequenas
que recuerdan los miotubos de la vida fetal y ntcleos centra-
les. La concentracién central de enzimas oxidativas mitocon-
driales entre los nicleos y un halo mas claro periférico plan-
tea el diagnostico diferencial con Steinert neonatal. El muisculo
puede ser indiferenciado o diferenciado en ambos tipos de
fibras con hipotrofia de fibras tipo 1. Presentan en general
historia de hidramnios materno y abortos previos.

Comienza durante el periodo fetal, con disminucién de los
movimientos intrauterinos. Al nacer se observa hipotonia
severa y falta de movimientos espontaneos, frecuente con-
tractura de cadera y rodilla, compromiso facial y limitacién de
movimientos extraoculares. El deceso ocurre a los pocos dias
o semanas o bien durante el primer afio de vida por insufi-
ciencia respiratoria. Las madres portadoras heterocigotas son
generalmente asintomaticas o bien pueden presentar debili-
dad de cintura, cifoscoliosis, debilidad facial y disartria por
expresiéon anormal en la distribucién de la miotubularina.
Esto debe ser considerado en el diagnéstico diferencial clinico
de las distrofias de cintural®. La miopatia miotubular en algu-
nos pacientes puede no ser progresiva y compatible con larga
sobrevidall.

En algunos casos el diagnostico no se define en la primera
biopsia y pueden necesitarse biopsias secuenciales en el
tiempo hasta observar una definida hipotrofia de fibras tipo 1
y un incremento en el porcentaje de nucleos centrales que
permita el diagnéstico morfolégico y oriente el genético
molecular'?13,

Casos severos que remedan clinica y morfolégicamente a
esta miopatia, en nuestra experiencia, pueden corresponder a
miopatia centronuclear por mutacién del gen de la dina-
minal4.

Miopatia centronuclear (CNM)

¢ CNM, herencia AD, cr 19p.13.2, gen/simbolo DNM2, pro-
teina: dinamina 2 (alélica a una forma de neuropatia DI-
CMTB [grupo 14 de tabla de genes 2010])

¢ CNM, herencia AR, cr 3p25.3, gen/simbolo MTMR14, pro-
teina asociada a la miotubularina 14 (hjumpy)

e CNM, herencia AR, cr 2q14, gen/simbolo BIN1, proteina
anfifisina

La dinamina 2 es una GTPasa involucrada en la endocito-
sis, trafico de membranas, ensamblaje de actina y cohesién
del centrosoma.

La anfifisina 2 (BIN1) estd involucrada en el remodela-
miento de membranas, interactia con la dinamina 2 y tiene
un rol en la organizacién de los tibulos T que se considera
estarian alterados en la miopatia miotubular ligada al X.

La recientemente identificada proteina asociada a la mio-
tubularina 14 (hjumpy) es una fosfatasa que interactiia con
los mismos sustratos que la miotubularina; podria actuar en
la regulacién del nivel de los fosfoinositoles en el musculo
esquelético y seria un gen candidato para la forma autosé-
mica centronuclear?.

En la miopatia centronuclear, los nuicleos centrales com-
prometen del 35 al 90% de las fibras, en general tipo 1, y se

suelen asociar a predominio e hipotrofia 1. Las biopsias
secuenciales muestran una migracién nuclear posnatal hacia
el centro de las fibras. Los musculos extraoculares suelen
estar involucrados y existe heterogeneidad clinica con
comienzo neonatal o comienzo tardio con curso lentamente
progresivo.

Los caracteristicas clinicas de la CNM relacionada con
DNM2, de la que existe mayor cantidad de casos reportados,
se caracteriza por ptosis, debilidad facial, oftalmoplejia y
debilidad muscular lentamente progresiva con compromiso
de cintura. En algunos casos puede haber signos de neuropa-
tia con caracteristicas fenotipicas tipo DNM2. La RM puede
contribuir en el diagnéstico diferencial con otras miopatias.
La biopsia puede ocasionalmente mostrar cambios distréfi-
cos!>16, y excepcionalmente se han comunicado alteraciones
mitocondriales asociadas!’. Formas severas de comienzo neo-
natal que plantearon diagnéstico diferencial con miotubular
fueron identificadas entre nuestros casos como mutaciones
de novo en el exén 16 en el dominio homélogo a la plekstrina
(PH) del gen de la dinaminal.

Una reciente revisién sobre miopatias centronucleares
presenta un importante aporte en el sentido de orientar el
estudio genético molecular basandose en aspectos morfolégi-
cos, histolégicos e histoquimicos y ultraestructurales’®. En las
CNM dominante relacionada con DNM2 se describe:

e Significativa centralizacién e internalizacién nuclear (la
centralizacién es mayor que la internalizacién).

e Aspecto tipico de estrias sarcoplasmicas radiadas evidentes
con NADH-TR y microscopia electrénica.

¢ Predominio histoquimico de fibras tipo 1 y menores diame-
tros de las mismas.

El aspecto de estrias sarcopldsmicas puede no observarse
en casos de comienzo precoz. En la forma recesiva relacio-
nada con BIN1, aunque son escasos los casos descritos, exis-
tirfa una poblacién homogénea de fibras 1 hipotréficas con
nucleos centrales en forma de pequeno grupo o paquetes,
incremento en tejido conectivo o reemplazo adiposo. Las
fibras en collar, o necklace, se observan en la forma MTM1
esporadica de comienzo tardio con sintomas leves en la nifiez
y progresién en la segunda y tercera décadas de la vida®. Se
caracterizan por la presencia de un anillo baséfilo evidente en
la fibra muscular en corte transversal, siguiendo el contorno
de la célula en la que los nucleos estan alineados (evidentes
con hematoxilina eosina y con SDH). A nivel ultraestructural
en la zona del collarete las miofibrillas presentan menor dié-
metro. Este aspecto morfoldgico difiere de los casos en los
que, ademas de observarse internalizacién y centralizacién
del nucleo, existen areas de desorganizacién de la estructura
miofibrilar sin limites netos. Se calcula que alrededor de la
mitad de estos pacientes tendria formas AR relacionadas con
el gen RyR1.

Miopatias por cores

Las mutaciones del gen RYR1 que codifica el receptor de la
rianodina del musculo esquelético causan la miopatia congé-
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nita central core disease (CCD), de la cual existen formas de
transmisién autosémica dominante (AD) y autosémica rece-
siva (AR), y la susceptibilidad a la hipertermia maligna (MHS),
una enfermedad farmacogenética AD. En la secuencia del gen
RYR1 se distinguen tres puntos hot spot, que son los principa-
les sitios de localizacién de las mutaciones: dos sectores en el
gran dominio hidrofilico de RyR1 (N-terminal y la zona media
FKBP12) y uno en el dominio hidrofébico o C-terminal (seg-
mento transmembrana del canal cdlcico). Las mutaciones
asociadas a la hipertermia maligna se encuentran preferente-
mente localizadas en los dos primeros dominios (N-terminal
y FKBP12). La mayoria de las mutaciones heterocigotas domi-
nantes que causan CCD se asignan al dominio C-terminal,
mientras que las mutaciones recesivas en CCD y MMC son
distribuidas ampliamente a lo largo de la secuencia RyR1,
incluso entre los diferentes hot spot.

Central core

¢ CCD, herencia AD, cr 19q13.1, gen/simbolo RYR, proteina
receptor a la rianodina

¢ CCD (transitorio miopatia multiminicore), herencia AR, cr
19q13.1, gen/simbolo RyR1, proteina receptor a la riano-
dina (ambas alélicas entre si y a MHS1 [grupo 8 tabla de
genes 2010))

La CCD, la primera de las miopatias congénitas en ser
identificada, fue inicialmente descrita en 195620, Destacan en
la biopsia con histoquimica, en las fibras tipo 1, areas de
defecto oxidativo (evidentes con SDH, NADH-TR y COX)
redondeadas bien delimitadas, centrales o excéntricas en
numero de una o mas por fibra. Ocasionalmente se pueden
detectar con ATPasa. A nivel ultraestructural no se detectan
mitocondrias en el drea del core, y presentan alteracién en el
sarcomero con aspecto zigzagueante de banda Z que se
extiende abarcando varios sarcémeros a lo largo de la fibra
muscular. Existe marcada heterogeneidad en el seno de la
misma familia, e incluso puede existir uniformidad de fibras
tipo 1 sin cores en algunos miembros. La RM ha demostrado
ser de utilidad en la caracterizacién del tipo de compromiso
en esta patologia, independientemente de la variabilidad de
los hallazgos patolégicos?!.

Hipotonia congénita, debilidad y retardo en adquirir pau-
tas motoras, asi como dislocacién congénita de cadera, son
caracteristicas clinicas en esta entidad. Excepto algunos casos
severos, es en general no progresiva o lentamente progresiva,
e incluso en las familias afectadas puede haber miembros
asintomaticos. En ese sentido tuvimos oportunidad de estu-
diar a través de los afos cuatro generaciones de una forma de
herencia dominante (Exon101-A4846P-p.Ala4846Pro, N. Mon-
nier, Lunardi, Grenoble, Francia). La primera paciente derivada
por el Dr. Dubrovsky, hace aproximadamente 35 afios, tenia 2
afios en el momento de la biopsia, presentaba hipotonia y
dislocacién congénita de cadera. La biopsia muscular pre-
senté musculo indiferenciado y 100% de cores centrales. Su
madre y su abuela materna eran asintomaéticas, y como tnico
antecedente no practicaba deportes la primera y le costaba
levantarse de sillones profundos a la segunda. Ambas presen-

taban en la biopsia musculo diferenciado en tipos de fibras 1
y 2 con el 45% de cores excéntricos en fibras tipo 1. En 2003
estudiamos en el Hospital Garrahan a la sobrina de la primera
paciente, de 2 anos de edad, hipotonia congénita y cores
excéntricos en la biopsia. Su padre, portador de la mutacién
al igual que los otros miembros de la familia, es practica-
mente asintomatico y su tia (nuestra primer paciente) evolu-
cioné muy favorablemente y tiene dos hijos aparentemente
asintomaticos. Esta observacion no es infrecuente en familias
con herencia dominante de CCD?2.

Existen miopatias a cores y rods con mutacién del gen RyR1
que en la edad adulta pueden semejar clinicamente una dis-
trofia de cintura. La biopsia muscular detecta a nivel histol6-
gico, histoquimico y ultraestructural las alteraciones caracte-
risticas.

Multiminicore

e MMC con oftalmoplejia externa, herencia AR, cr 19q13.1,
gen/simbolo RyR1, proteina: receptor de la rianodina (alé-
lica a CCD y a MHS1)

e MMC forma clasica, herencia AR, cr 1p36, gen/simbolo
SEPN1, proteina: selenoproteina N1 (alélica a RSMD1)

Se caracteriza morfolégicamente por presentar en la biop-
sia multiples pequenas areas de desorganizacién sarcomérica
con falta de actividad oxidativa y un porcentaje variable de
nucleos centrales, afectando ambos tipos de fibras con predo-
minio e hipotrofia tipo 1 o bien musculo indiferenciado tipo
123, Las caracteristicas de la biopsia en el contexto clinico de
una miopatia congénita permitieron su identificacién y carac-
terizacién, al igual que otras miopatias congénitas, prece-
diendo en décadas a los estudios moleculares?*. En algunos
casos es necesario efectuar biopsias musculares secuenciales
en el tiempo hasta detectar los cambios épticos y ultraestruc-
turales caracteristicos que permiten hacer diagndstico y
orientar el estudio genético. En ese sentido estudiamos una
joven nacida hipoténica, con escaso control cefélico al nacer,
compromiso facial con paladar ojival, que adquirié deambu-
lacién a los 4 afios y 8 meses, hiperlaxitud ligamentaria, mas
evidente en la mano, y debilidad axial. La biopsia (biceps)
efectuada a los 14 meses de edad s6lo mostré alteraciones
inespecificas; a los 2 afios, en la biopsia de cuadriceps no se
detect6 atrofia selectiva ni predominio 1, y sélo un minicore a
nivel ultraestructural, mientras que a los 15 afios (cuddriceps)
presenté atrofia selectiva de fibras tipo 1, 18% de fibras con
nucleos internos, y multiples minicores en el 10% de las fibras
atréficas. Posteriormente desarroll6 escoliosis e insuficiencia
respiratoria. Se descarté SEPN1, y la paciente resulté heteroci-
gota compuesta en el gen RyR12>. Se debe ser cuidadoso en la
interpretacién de alteracién aislada ultraestructural del sar-
comero tipo minicore, dado que se puede observar en distintas
situaciones no necesariamente relacionadas con la entidad
que describimos?®.

En lo que respecta a la clinica, se conoce una forma clasica
que permanece estable en la mayoria de los casos con debili-
dad de la musculatura axial, escoliosis e insuficiencia respira-
toria, con tendencia a la hiperlaxitud de articulaciones. La
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forma oftalmopléjica se asocia a debilidad generalizada y
severa debilidad facial; la forma de comienzo precoz, con
artrogriposis, y la lentamente progresiva, con debilidad y
amiotrofia de las manos. El compromiso faringolaringeo, pér-
dida del control cefalico asi como defectos septales cardiacos
y cardiomiopatia han sido también descritos?’-30.

Genéticamente se describe un subtipo por mutacién del
RyR1 alélica a CCD, y otro por mutacién de SEPN1 alélica a la
DMC tipo sindrome de espina rigida en el que el compromiso
respiratorio y la escoliosis serian mdas prominentes. La sele-
noproteina N tendria un rol en la proteccién de las células
contra el estrés oxidativo3l.

A estas formas clasicas de miopatia congénita se han
incorporado otras de més reciente descripcién?.

Distrofias musculares

Las distrofias musculares, clinicamente identificables por
debilidad muscular de distintos grupos musculares de grado
variable y CK elevada, se caracterizan por presentar en la
biopsia muscular fibras de contornos redondeados con signos
de degeneracién, necrosis, macrofagia, regeneracién y fibrosis
endomisial y perimisial. La eleccién del musculo a biopsiar
—en general el deltoides, el biceps o el cuadriceps— es de
fundamental importancia.

Se debe evitar biopsiar los musculos con atrofia avanzada,
que pueden mostrar lipomatosis de reemplazo o bien muy
escasas fibras musculares remanentes, dado que ademas de
técnicas histolégicas e histoquimicas en cortes de criostato
de tejido congelado en isopentano en nitrégeno liquido (que
constituyen rutina en biopsia muscular), se debe efectuar
estudios complementarios con técnicas inmunohistoquimi-
cas para identificar la proteina deficiente y Western Blot (WB)
en el material de reserva en nitrégeno liquido o congelado a
—80 °C. En ese sentido, el neurélogo que solicita la biopsia
debe elegir el musculo a biopsiar y no dejar la eleccién al
cirujano. En casos de escaso compromiso o de compromiso
muscular avanzado, la RM e incluso la ecografia pueden ser
de utilidad en la eleccién del musculo a biopsiar. En algunas
circunstancias (p. ej., miopatias distales) puede ser necesario
biopsiar un musculo distal si la biopsia de deltoides, del
biceps o del cuddriceps no muestran compromiso evidente.

Desde el descubrimiento del gen de la distrofina en 1986 y
de la proteina en 1987, se han identificado una cantidad
importante de genes y proteinas, con la consecuente comple-
jidad en la clasificacién y el diagnéstico de la biopsia, que
deben complementarse con el estudio genético molecular. A
la clasificacién se puede acceder en internet (http:/www.
musclegenetable.org) y se publica actualizada periédicamente
en la revista Neuromuscular Disorders?, incluyendo nombre;
tipo de herencia: recesiva ligada al X (XR), AD o AR; simbolo
del gen —p. ej., DMD (distrofia muscular de Duchenne)— y
numero de OMIM; proteina deficiente; referencias claves y
otras patologias alélicas.

En esta revision se efectian sélo algunas consideraciones
y reflexiones en relacién al abordaje diagnéstico de la biopsia
muscular; el algoritmo inmunohistoquimico y de WB necesa-
rio para llegar a un diagndstico; las dificultades diagnésticas

que plantean algunos tipos de distrofias, especialmente en
las que no se puede individualizar la proteina deficiente por-
que se expresa el alelo no mutado; la importancia de la corre-
lacién con el fenotipo clinico; y el rol de la microscopia elec-
trénica en algunos casos (no se incluyen todas las miopatias;
p. €j., miopatias distales, miopatias miofibrilares tipo miotili-
nopatia, a-g-cristalinopatia, filaminopatia, ZASP, por defecto
de BAG 3, etc.), todas AD en las que no se puede identificar por
inmunohistoquimica la proteina deficiente, dado que mere-
cen un capitulo aparte por su complejidad inmunohistoqui-
mica y ultraestructural32-34, ni algunas distrofias tales como
distrofia mioténica 1 y 2, que ademas de no poder identifi-
carse por inmunohistoquimica aunque presentan algunas
caracteristicas histolégicas e histoquimicas particulares,
deben ser identificadas esencialmente por clinica y EMG.

Distrofia muscular congénita

La forma de herencia es AR, con la excepcién de la enferme-
dad de Bethlem, que puede ser AD aunque se describe una
forma AR.

La presentacién clinica es desde el nacimiento con hipoto-
nia congénita, elevaciéon de CK y biopsia muscular de caracte-
risticas distréficas con variaciones de didmetro de las fibras,
signos de degeneracién y regeneracién y fibrosis endomisial y
perimisial.

Desde el descubrimiento de la deficiencia de merosina o
a-2-laminina de la cadena de merosina (LAMA2), proteina de
la matriz extracelular, por Tomé et al3* facilitando asi la iden-
tificacién inmunohistoquimica de esta proteina, se avanzd en
la clasificacién de las distrofias congénitas.

Consideramos que en vez de reproducir aqui la tabla de
genes de las DMC, con el objeto de hacerlo mas accesible, las
clasificaremos basicamente en dos grandes grupos segin que
presenten o no compromiso del sistema nervioso central
(SNC).

Las que no presentan compromiso del SNC y la RM de
cerebro es normal son esencialmente merosina positivas,
entre las que se encuentran:

¢ El sindrome de Ullrich (UCMD) y la enfermedad de Bethlem
(BM) (Col 6, cr 21, 2) por defecto de coldgeno VI, proteina de
la membrana basal y matriz extracelular localizada en el
perimisio y endomisio con evidente inmunotincién en la
membrana basal sarcolemal de la fibra muscular. Existe la
posibilidad de efectuar diagnéstico prenatal por la investi-
gacién inmunohistoquimica de las vellosidades coriales3®.

El UCMD es clasicamente reconocido como DMC con severa
debilidad muscular, contracturas proximales e hiperlaxitud
distal de herencia recesiva y el BM de herencia dominante,
compromiso leve, debilidad proximal, contracturas distales
y CK normal o poco elevada. Actualmente se reconoce que
forman parte de un espectro clinico con fenotipos interme-
dios y herencia variable. Una presentacién congénita no
excluye un diagnéstico de BM. Se ha establecido una rela-
cién fenotipo/genotipo. Existen formas recesivas de Ullrich,
dominantes y recesivas de Bethlem, asi como dominantes
de novo. Existe un tipo intermedio de comienzo precoz pero
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curso lentamente progresivo sin fenotipo caracteristico de
UCMD o de BM. El espectro comprende un grado variable de
compromiso motor e insuficiencia respiratoria. Algunos
pacientes nunca deambulan, y otros de evolucién modera-
damente progresiva presentan deformidades proximales o
axiales al nacimiento, aunque algunos de estos ultimos
pueden tener buen prondstico. Debe ser sospechado clinica-
mente, estudiado por inmunohistoquimica con distintos
anticuerpos para COLVI, aunque este estudio no siempre es
conclusivo en nuestra experiencia y puede mostrar atenua-
cién de grado variable; ha de ser completado con cultivo de
fibroblastos, identificados por genética molecular. En gene-
ral los pacientes de comienzo precoz y evolucién severa
presentan marcada reduccién en la secrecién de COLVI en
cultivo de fibroblastos o ausencia completa, asi como inmu-
nohistoquimica atenuada o deficiente37:38,

El sindrome de espina rigida por deficiencia de selenopro-

teina 1 (SEPN1, cr 1p36). Mutaciones de este gen puede ser

una causa de una miopatia congénita tipo multi-minicore.

Se puede considerar que ambas son parte de un espectro

clinico-patolégico. No se dispone de un anticuerpo util para

inmunohistoquimica muscular y el diagnéstico se debe
basar en estudios de microscopia electrénica y de genética
molecular®.

e La deficiencia congénita de lamina (L-CMD/LMNA, cr 1q21),
proteina de la membrana basal y de la matriz extracelular,
debe sospecharse clinicamente e identificarse por genética
molecular (no incluido en tabla de genes del 2010)%.

e La DMC por defecto de integrina (ITGA7, cr 12q13) se ha des-
crito en algunos casos japoneses, no hay anticuerpo comer-
cial disponible y su investigaciéon deberia ser molecular.

Las que presentan alteracién del SNC son esencialmente
dos grupos:

1. Merosina deficiente (MDC1A/ LAMA2, cr 6q2) total o parcial
utilizando anticuerpos especificos para 80 y 300 kD de la
a-2 laminina que se detecta en la membrana basal de la
fibra muscular y en la membrana basal de los vasos del
cerebro, lo que explicaria las alteraciones de la sustancia
blanca por defecto de barrera*!. La sustancia blanca suele
detectarse alterada por RM en general después de los 6
meses de edad.

Tuvimos oportunidad de seguir la evolucién de pacientes a
través de mas de 30 afios:

— Caso 1. Paciente de sexo masculino, con dos biopsias efec-
tuadas a los 6 meses de edad (Hospital de Nifios R. Gutié-
rrez) con diagnéstico de distrofia muscular congénita y a los
32 aflos en nuestro laboratorio, después del descubrimiento
de la merosina, con diagnéstico de déficit total de merosina.
Este paciente, a pesar de las alteraciones de la sustancia
blanca, presenta inteligencia normal, nunca deambulé y se
desplaza en silla de ruedas (nos obsequié una foto en Roma,
al lado del Arco de Tito, donde recibié un premio por la
direccién de una pelicula para discapacitados).

— Caso 2. Paciente de sexo femenino que tenia una biopsia a
los 3 meses de edad con diagndstico nuestro en el Hospital

de Nifios R Gutiérrez de DMC y otra a los 33 afios, también
en nuestro laboratorio, cuando era abogada, con diagnos-
tico de déficit parcial (deficiencia de 300 kD y preservacién
de -2 laminina [merosina] de 80 kD). Esta paciente presen-
taba una marcha de tipo miopatica similar a una distrofia
de cintura, alteraciones extensas de la sustancia blanca del
cerebro sin compromiso alguno cognitivo ni intelectual.

2. Las distroglucanopatias que presentan anomalias del desa-

rrollo del SNC, tipo defecto de migracién, lisencefalia, mal-
formacién de fosa posterior. Estas pueden ser merosina
positiva o presentar déficit parcial pero se asocian a anor-
mal glucosilacién del a-distroglucano, componente del
complejo distrofina/glucoproteina involucrado en estabili-
zar la fibra muscular durante la contraccién y relajacién. El
defecto de glucosilacién de a-distroglucano se puede evi-
denciar por inmunohistoquimica y/o WB para esta pro-
teina. El grado de reduccién de la inmunotincién de
a-distroglucano es variable, en el sentido que puede no
detectarse o sea estar ausente, existir trazas, o bien una
reduccién muy leve o minima. Esto se acompaiia de grado
variable de reduccién de inmunotincién de laminina «-2 o
merosina, dado que esta constituye un ligando para el
a-distroglucano.

En estas patologias puede haber error en la glucosilacién
(DMC, Fukuyama) o en la mannosilacién (WWSY MEB).
Comprenden un grupo de distrofias tales como:

e MDC1C/FKRP, cr 19q13, alélica al WWS y al MEB

¢ MDC1D/LARGE, cr 22q12

e Distrofia muscular congénita de Fukuyama (FCMD), fuku-
tina, cr 9q31-q33, alélica al WWS

¢ Sindrome de Walker-Warburg (WWS/POMT1, cr 9934 y
POMT2, cr 14 24.3 alélica a MEB)

¢ Muscle-eye brain disease (MEB/POMGNT1, cr 1p3, alélica al
WWS; FKRP, cr 19q13 alélica a MDCIC y a WWS)

En un comienzo fueron descritas como entidades indepen-
dientes, pero con los estudios moleculares se evidencia que
existe marcada superposicién en estos sindromes.

En lo que respecta a este grupo de patologias con anomalia
del desarrollo, deben ser identificadas clinicamente, estudia-
das por biopsia con inmunohistoquimica para merosina y
a-distroglucano asi como WB para este tltimo, y corroboradas
por genética molecular.

En ese sentido estudiamos en el Hospital Garrahan desde
los comienzos del descubrimiento de la merosina, 3 herma-
nos de 4 afectados de DMC merosina positiva, con hipotonia
congénita, debilidad muscular generalizada, ligero compro-
miso facial, seudohipertrofia de pantorrillas, contracturas
esqueléticas y arreflexia. Presentaban ademas retardo men-
tal, microcefalia y otras anomalias del SNC evidenciables en
la RM, tales como hipoplasia pontocerebelosa, anormalidades
bilaterales operculares, displasia cortical focal, alteraciones
de la sustancia blanca periventricular y quistes de cerebelo. E1
estudio oftalmolégico y cardiolégico fue normal. En ese
momento se excluy6 por analisis de haplotipo usando marca-
dores de microsatélite, la enfermedad de Fukuyama y MEB42,
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EL ADN de estos pacientes fue compartido con investigadores
de Japon e Inglaterra, y una parte, asi como el cultivo de lin-
focitos, permaneci6 desde fines de la década de los noventa
en el laboratorio de la Asociacién contra la distrofia muscular
francesa/Genethon en el archivo de Inserm, Pitie Salpetriere.
En 2009 fue retomado este estudio por el equipo de Pascale
Guicheney e incorporado a una serie de a-distroglucanopatias
con mutaciones nuevas en POMT2%3, lo que demuestra la
importancia esencial de los estudios de ADN para identificar
los distintos subtipos.

Distrofias musculares y distrofias de cintura

Las distrofias musculares abarcan un espectro muy amplio y
heterogéneo de patologia muscular con debilidad de cintura a
predominio proximal (hay excepciones) y CK elevada. La edad
de comienzo es variable, desde la nifiez a la edad adulta, y el
curso en general es lentamente progresivo.

Las formas autosémicas dominantes se clasifican como
tipo 1 con sus subtipos, y las recesivas, tipo 2.

Biopsia muscular, histologia e histoquimica

La biopsia muscular presenta variaciones de didmetro de las
fibras en el seno del mismo fasciculo, fibras de contornos
redondeados con atrofia e hipertrofia de ambos tipos histo-
quimicos de fibras; degeneracién, necrosis, macrofagia, rege-
neracion, fibrosis endomisial y perimisial. Las fibras en anillo
son caracteristicas de la distrofia mioténica tipo 1. Algunas
distrofias de cintura pueden presentar infiltrado inflamatorio,
en general linfocitos, perimisial o perivascular.

Este puede ser muy prominente y observarse en etapas
precoces de la evolucién clinica, cuando aun el fenotipo cli-
nico no es bien identificable. Se puede observar inflamacién
esencialmente en FSH, déficit de disferlina, déficit de lamina**
y en la distrofia congénita por déficit de merosina o «-2 lami-
nina.

Las fibras lobuladas o moth eaten son caracteristicas del
déficit de calpaina. Las vacuolas lineadas, o rimmed vacuoles,
son caracteristicas de la miositis de inclusién (IBM), las mio-
patias miofibrilares, distales y oculofaringea, que no incluire-
mos en esta revisién. Excepcionalmente se pueden observar
en FSH y Emery-Dreifuss.

Inmunohistoquimica y Western Blot (WB)

La inmunohistoquimica es de particular utilidad en las biop-
sias musculares en las distrofias recesivas, mientras que en
las dominantes en general no se detecta déficit de proteina
porque se suele expresar el alelo no mutado. El déficit de
caveolina es una excepcién en ese sentido.

El algoritmo inmunohistoquimico de rutina a aplicar
implica la utilizacién de anticuerpos para proteinas sarcole-
males, con control normal preferentemente en el mismo
portaobjeto: distrofina por lo menos contra tres sectores de la
proteina (rod domain, C-terminal y N-terminal) aunque se

puede utilizar un nimero mayor de anticuerpos, especial-
mente para detectar casos de enfermedad de Becker cuando
con los anteriores no se pone en evidencia, anticuerpos para
a-2 laminina (merosina) para el sector de 80 y de 300kD (a
pesar que el déficit de merosina corresponde a DMC, puede
haber casos de déficit parcial con expresién en el adulto joven
y debe excluirse cuando se analiza las distrofias de cintura);
anticuerpos para sarcoglucanos alfa, beta, gama y delta; para
a-distroglucano y disferlina asi como para caveolina, espe-
cialmente cuando el paciente presenta intolerancia al ejerci-
cio dominante.

A esto se agrega inmunomarcacién para la proteina
nuclear emerina y de membrana basal y matriz extracelular
colédgeno VI, cuando el caso lo sugiere.

Esto se complementa con WB para distrofina, no en
Duchenne, en que ésta es deficiente, sino en casos de sospe-
cha de Becker, para determinar el peso molecular de la distro-
fina, y WB de calpaina y disferlina para otras distrofias de
cintura.

La inmunotincién con anticuerpo para a-distroglucano se
utiliza para detectar los defectos de la O-glucosilacién del
a-distroglucano en distrofias congénitas y de cintura tal como
FKRP. La disferlina puede estar atenuada por un déficit secun-
dario y debe ser rechequeada por WB en esos casos. La defi-
ciencia de teletonina, descrita en un comienzo en unos pocos
casos, ha sido recientemente detectada en pacientes de ori-
gen europeo con un fenotipo particular, por lo que deberia ser
incorporada al algoritmo inmunohistoquimico diagnéstico®.

Rol del neurdlogo en orientar y sugerir
investigacion de inmunohistoquimica, WB,
estudios bioquimicos a partir de miisculo
congelado y/o estudios genéticos

El estado actual del conocimiento de las distrofias muscula-
res, las descripciones detalladas de los fenotipos y la selecti-
vidad de compromiso de algunos musculos, la incorporacién
de la RM de los miembros al estudio de las enfermedades
musculares hereditarias®, implica que el paciente portador
de una miopatia sea evaluado en forma conjunta por el neu-
rélogo y patdlogo, incluso en los casos que se pueden resolver
facilmente por inmunohistoquimica y WB, y especialmente el
neurélogo debe orientar el estudio genético molecular. La
creciente tecnologia en la secuenciacién del ADN es muy pro-
misoria en el sentido de reducir la complejidad y costos de los
mismos?’.

La intolerancia al ejercicio con CK elevada puede ser una
manifestacién de: distrofinopatia, sarcoglucanopatia, FKRP
(LGMD1), calpainopatias y caveolinopatia, por lo que debe ser
investigada incluso en ausencia de signos caracteristicos de
distrofia muscular en la biopsia, en pacientes con intolerancia
al ejercicio en los que se descarté por inmunohistoquimica
por lo menos déficit de fosforilasa, de fosfofructocinasa y de
mioadenilato deaminasa (aunque existen otros déficit con
intolerancia al ejercicio y calambres que deben ser estudiados
por bioquimica del musculo congelado y/o estudio genético;
p. €j., déficit de CPTII). En ese sentido, el neurélogo debe seguir
un algoritmo diagnéstico en las miopatias metabdlicas®s.
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Existen patologias identificables por biopsia, inmunohisto-
quimica y WB (recesivos), casos identificables por fenotipo
clinico-RM de miembros, etc., y secundariamente por biopsia;
e incluso identificados (en nuestros casos) por microscopia
electrénica (p. ej., FHL1).

Grupo 1. Distrofias musculares (Tabla de genes
2010)

(Describiremos algunos aspectos clinicos, no de entidades
bien conocidas como DMD y Becker, etc., sino de algunas dis-
trofias que deben ser consideradas en el diagnéstico diferen-
cial en base a la clinica y RM de los miembros.)

Distrofia muscular de Duchenne (DMD) y Becker (DMB), herencia
XR, cromosoma Xp21.2, gen/simbolo DMD, proteina deficiente:
distrofina

En DMD, en que existe disrupcién del marco de lectura de la
proteina, hay deficiencia completa de distrofina o excepcio-
nalmente ésta puede estar extremadamente atenuada en la
inmunomarcacién. Puede observarse pequeinos grupos de
fibras con inmunotincién positiva, “revertidas”. No se justifica
efectuar WB, dado que incluso cuando existen trazas de pro-
teina ésta no llega a ser detectada aunque se concentre la
muestra. La inmunomarcacién para distrofina permite detec-
tar también casos de portadoras sintomaticas por la presen-
cia de inmunotincién de grupos de fibras en mosaico, e
incluso portadoras asintomaticas, especialmente cuando se
estudian a temprana edad, dado que se pueden detectar ais-
ladas fibras deficientes.

Los sarcoglucanos suelen descender conjuntamente con la
distrofina, y si bien segin la patologia estd mas alterado uno
u otro, puede resultar complejo, en algunos casos, deslindar
por inmunohistoquimica una distrofinopatia de una sarco-
glucanopatia.

En BMD, en que existe preservaciéon del marco de lectura,
se observa atenuacién de inmunotincién sarcolemal con los
anticuerpos dirigidos contra distintos sectores de la proteina.
Es importante corroborar con WB para determinar el peso
molecular, que suele ser ligeramente distinto del de la distro-
fina normal, de 400 kD.

Emery-Dreifuss (EDMD), herencia XR, cromosoma Xq28, gen/
simbolo EMD, proteina deficiente: emerina

La distrofia de Emery-Dreifuss (ED) es cladsicamente conocida
como causada por mutaciones en alguno de los dos genes que
codifican las proteinas de la membrana nuclear interna, eme-
rina y lamina A/C. Aproximadamente un 60% de pacientes
con fenotipo de ED no presentan mutaciones en estos
genes®,

La inmunohistoquimica para la proteina nuclear emerina
en general no entra en el algoritmo de rutina de las DM y se
investiga cuando existe un diagnéstico presuntivo clinico.

En nuestra experiencia la biopsia con histoquimica puede
no ser orientadora e incluso presentar atrofia agrupada con
predominio histoquimico como en el compromiso de neurona

motora inferior, probablemente secundario a extensa dener-
vacién “miégena”, o sea cuando secundariamente a la necro-
sis de fibras, la porcién de la fibra que queda separada de la
terminal nerviosa se reinerva. Esto es relativamente excepcio-
nal, o bien muy discreto, en otras distrofias.

El diagnéstico clinico/neurolégico de EDMD ligado al X es
relativamente sencillo interrogando al paciente y recono-
ciendo el fenotipo clinico caracteristico; existen antecedentes
de pie equino varo, elongacién del tendén de Aquiles, contrac-
turas en flexién de ambos codos, reduccién de la masa mus-
cular simétrica y proximal, rigidez de columna, CK aumen-
tada, compromiso cardiaco, marcapaso en la segunda o
tercera décadas.

De todas formas debe ser sospechado aunque el fenotipo
clinico sea menos evidente como para sugerir la inmunomar-
cacién con emerina, que permite efectuar el diagndstico en
forma conclusiva. Las mujeres portadoras pueden presentar
sintomas cardiacos, y un mosaico de expresién de emerina
especialmente en células cutdneas y de mucosa bucal®0->1,

Emery-Dreifuss, herencia XR (o mutaciones de novo en nuestra
experiencia en 4 casos), cromosoma Xp 26.3, gen/simbolo FHL1,
proteina four and a half LIM domain

Esta miopatia relativamente rara es de reciente identifica-
cién genética. Denominada miopatia por cuerpos reductores
cuando se identificéd a nivel morfoldgico y ultraestructural
hace 39 afios®?, se caracteriza por la presencia de agregados
intracitoplasmaticos que reducen el Nitro Blue Tetrazolium y
se tifien intensamente con la menadiona-NBT, presumible-
mente por su alto contenido en sulfhidrilos (técnica que no
se efectia de rutina). Utilizando microdiseccién con microla-
ser de los agregados presentes en el material de biopsia y
posterior espectrometria de masa y andlisis proteémico, se
identificé que el gen FHL1 codificado en Xq26.3 era el res-
ponsable de esta entidad®3°%. Las proteinas FHL1 estarian
involucradas en la organizacién o andamiaje del citoesque-
leto asi como en la regulacién de factores de transcripcién y
se expresan en musculo cardiaco y esquelético. La presenta-
cién clinica abarca un amplio espectro de comienzo precoz y
evolucién fatal, de comienzo en la ninez o en la edad adulta
con compromiso escapuloperoneal (de mas dificil identifica-
cién).

Desde el punto de vista clinico los pacientes pueden pre-
sentan rigidez espinal, escoliosis, contracturas de codos, mu-
fiecas y Aquiles, compromiso respiratorio y cardiaco. En el
Congreso de la World Muscle Society de 2005°> presentamos
dos ninas de 8 y 7 afios de comienzo aproximadamente a los
4 afios y CK elevada, que desarrollaron escoliosis, escdpula
alada, retracciones de codos y muiiecas y disminucién de la
capacidad respiratoria restrictiva. Las biopsias musculares
presentaron algunas vacuolas lineadas (rimmed), alteracién
en la inmunotincién con Gomori y alteraciones ultraestructu-
rales con inclusiones o agregados densos en la proximidad de
los nucleos, material granulofilamentoso y cuerpos citoplas-
maticos.

El fenotipo y las alteraciones ultraestructurales fueron
reconocidos por Carsten Bonnemann unos anos después,
cuando me manifesté que tenia el gen candidato y la muta-
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cién fue demostrada en estas dos pacientes y en 2 casos que
habiamos identificado a posteriori por las caracteristicas
fenotipicas y ultraestructurales similares y publicamos con
Schessl, Bonnemann et al®®. Si bien nuestros casos fueron
mutaciones de novo, la entidad figura en la tabla de genes del
20102 como Emery-Dreifuss muscular dystrophy, X-linked,
tipo 2, herencia recesiva ligada al X por la similitud clinica con
el Emery-Dreifuss.

Se ha descrito en pacientes de sexo femenino y masculino
de segunda, tercera y cuarta décadas y se considera que
deben existir casos de fenotipo mas leve no identificados (en
general los hijos varones estdn mas severamente afectados
que sus madres).

Emery-Dreifuss, herencia AD, cromosoma 1q21.2, gen/simbolo
LMNA, proteina lamina A/C

De acuerdo al tipo de mutacién el compromiso es predomi-
nantemente muscular y en etapas avanzadas cardiaca, o bien
existen familias con compromiso predominantemente car-
diaco con bloqueo de conduccién a lo que se pueden ver
asociados signos de debilidad y atrofia muscular, retraccién
de codos y en ocasiones neuropatia periférica.

El diagnéstico de la forma inicialmente muscular de ED
puede demorarse varios afos, especialmente en casos de
comienzo precoz y cuando se trata de mutaciones de novo,
hasta que el fenotipo clinico tipico se hace manifiesto dado
que la biopsia no es orientadora y no se efecta inmunomar-
cacién para lamina porque se expresa el alelo no mutado. La
biopsia muscular efectuada precozmente en el curso de la
evolucién puede no ser francamente distréfica y presentar,
en nuestra experiencia en dos casos, infiltrado inflamatorio
perimisial y perivascular que orientan en un primer
momento hacia una miopatia inflamatoria. Ademés de CK
elevada, EMG miopdtico y trastornos en la marcha como en
el resto de las distrofias y que puede ya observarse a los 5
afios de edad, presentan en forma progresiva retraccién del
tenddn de Aquiles, debilidad de los musculos del cuello con
caida hacia atras de la cabeza, contractura espinal cervical,
hiperlordosis de codos y rodillas y taquicardia ventricular.
Alrededor de los 10 afios pueden requerir implantacién de
marcapaso y cirugia de escoliosis. Es recién entonces, una
vez que el fenotipo es caracteristico e inconfundible, cuando
se solicita el estudio genético. A nivel ultraestructural se
suelen observar alteraciones nucleares caracteristicas®’,
pero es un estudio que en general hacemos a posteriori del
diagnéstico, dado que la microscopia electrénica no es diag-
nostica en las distrofias musculares, a diferencia de las
miopatias congénitas estructurales. La RM contribuiria a
identificar distintos patrones de compromiso en la forma
AD y la ligada al X°8.

Emery-Dreifuss, herencia AR, cromosoma 1q21.2, gen/simbolo
LMNA, proteina lamina A/C

Emery-Dreifuss con defecto de nesprina-1, herencia AD,
cromosoma 6925, gen/simbolo SYNE 1, proteina spectrin repeat
containing, nuclear envelope 1 (nesprina-1)

Emery-Dreifuss con defecto de nesprina-2, herencia AD,
cromosoma 4q23, gen /simbolo SYNE 2, proteina spectrin repeat
containing, nuclear envelope 2 (nesprina-2)

Todas de reciente identificacién, las nesprinas se unirian a la
emerina y a la lamina A/C y formarian una red en el misculo
conectando el esqueleto del nucleo a la membrana nuclear
interna, externa, sarcomero y la actina del citoesqueleto y
serian criticas para la integridad de la envoltura nuclear. Las
disrupciones en la interaccién de la unién de nesprina/eme-
rina/lamina tendrian un rol en la patogenia del ED>.

AUn no existen anticuerpos comerciales disponibles y sélo
se pueden obtener por colaboraciones, por lo tanto no son
rutina en el algoritmo inmunohistoquimico ni hay amplia
experiencia en ese sentido.

Existiria una asociacién directa del dominio C-terminal de
las nesprinas con la proteina de la membrana nuclear interna
Sun 1 que media su localizacién en la envoltura nuclear. Sun
1 se requiere para la localizacién de nesprina-2 en la envol-
tura nuclear y constituiria un puente que conectaria el inte-
rior del ntcleo con la actina del citoesqueleto®. La proteina
Sun 1 estaria de alguna forma involucrada en la estabilizacién
de la membrana nuclear y seria otro posible candidato en la
patogenia de ED.

Distrofia muscular facio-escapulo-humeral (FSH) herencia AD,
cromosoma 4935, gen?, proteina?

FSH es el prototipo de distrofia muscular en que se debe par-
tir del fenotipo clinico para orientar un diagnéstico y confir-
macién genética. La biopsia muscular no aporta nada en ese
sentido, no sélo porque no existe ain proteina conocida y por
lo tanto no tiene sentido someterla al algoritmo inmunohis-
toquimico/WB, sino porque incluso ésta puede ser inflamato-
ria o no francamente distréfica.

Distrofias de cintura dominante (AD)

La transmisién es vertical de padre o madre afectada a su hijo
afectado, aunque existen mutaciones de novo en que los
padres no estarian afectados, por lo tanto no existe historia
familiar que nos indique las caracteristicas del tipo de heren-
cia.

1A, AD, cromosoma 5931, gen/simbolo MYOT (TTID), proteina:
miotilina

La biopsia muscular presenta vacuolas lineadas (rimmed) y no
lineadas y se puede demostrar acimulo de proteinas tales
como desmina y miotilina, entre otras. La ultraestructura es
esencial en el diagnéstico del espectro de miopatias miofibri-
lares.

Suelen presentar voz nasal y compromiso cardiaco. Si bien
no son infrecuentes en la edad adulta, tenemos una sola
familia identificada con confirmacién genética molecular32,
La presentacién clinica tipo distrofia de cintura es més infre-
cuente que como miopatia distal. Se puede considerar dentro
del espectro de las miopatias miofibrilares®? con particulari-
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dad histolégica y ultraestructural que consideramos debe ser
tratadas junto con las miopatias distales en un capitulo
aparte. Necesitan de confirmacién genética. Aunque existe un
anticuerpo especifico, no se puede, al igual que otras AD,
detectar déficit por inmunohistoquimica.

1B, AD, cromosoma 11q11-q21, gen/simbolo LMNA, proteina:
lamina A/C alélica de EDMD

1C, AD, cromosoma 3p25-gen /simbolo CAV3, proteina:
caveolina-3

Si bien el anticuerpo para caveolina-3 permite identificar esta
patologia, dado que la biopsia muscular no es francamente
distréfica sino que presenta en general alteraciones minimas
(en nuestra experiencia en 3 casos de una misma familia),
debe considerarse en casos de inicio precoz, en la primera
década, con leve a moderada debilidad muscular proximal,
calambres tras el ejercicio, hipertrofia de pantorrillas e
hiperCKemia 20 a 25 veces incrementada.

Asimismo en casos en que el neurélogo, sospechando la
entidad, obtenga contracciones musculares inducidas por
percusién eléctricamente silentes (rippling). En ese sentido
individualizamos una familia de la que habiamos estudiado
distintos miembros por biopsia sin saber que estaban relacio-
nados hasta que entrevistamos a la hermana de uno de los
pacientes y nos manifest6 que era una de 4 hermanos afecta-
dos (sobre un total de 8), con sintomas similares, y que su
padre y hermanos (4/5) estaban igualmente afectados. En ese
entonces no se usaba de rutina en la intolerancia al ejercicio
este anticuerpo y traje un vial de Francia con el Unico propé-
sito de investigar por inmunohistoquimica esta proteina en
musculo congelado a -80 °C de dos de los pacientes estudia-
dos por biopsia, y posteriormente se efectud el estudio gené-
tico®2. Si bien actualmente utilizamos de rutina el anticuerpo
para caveolina, especialmente en casos dominantes, la indivi-
dualizacién de esta familia es otro ejemplo en el sentido que
el fenotipo clinico orienta al defecto de proteina y a la inves-
tigacién inmunohistoquimica y genética, y es un sélido argu-
mento en el sentido que el neurdlogo debe entrevistar a la
familia y recabar todos los antecedentes, que por si solos per-
miten arribar a un diagnéstico con alta probabilidad de ser
confirmado por inmunohistoquimica y genética molecular.

1D,E,Fy G
No se conoce aun proteina ni gen, sélo cromosoma involu-

crado. La biopsia en si no es diagnéstica del tipo especifico de
distrofia de cintura.

Distrofias de cintura recesiva (AR)

2A, AR, cromosoma 15q15.1, gen/simbolo CAPN3, proteina:
calpaina-3

La calpaina-3 presenta actividad proteolitica dado que corres-
ponde a una familia de proteasas dependientes de calcio que
estaria implicada en el proceso contractil y estaria fuerte-

mente unida a titina. Al ser una proteasa puede degradarse,
por lo que se debe ser cuidadoso en la interpretacién de una
atenuacién de algin sector de uno de los exones investigados
(1y 8) por WB. Al igual que la disferlina, puede presentar un
déficit secundario®?, por lo que es esencial el andlisis previo
inmunohistoquimico de todas las otras proteinas y el WB de
calpaina y disferlina con varios controles (o bien de varios
casos). Si bien no es nuestra experiencia, dado que sin duda
solicitamos estudio molecular después de comprobar la defi-
ciencia por WB, estad descrito que puede haber preservacién
de la calpaina por WB y de todas formas comprobarse la alte-
raciéon genética, dado que el WB sélo detecta la presencia de
la proteina y no la actividad enzimatica®!. La biopsia puede
mostrar fibras musculares de aspecto lobulado. Edad de
comienzo: media 8-15 anos, rango 3-40 anos, el curso es len-
tamente progresivo en el 50% de los casos la debilidad es
progresiva con pérdida de deambulacién alrededor de los 20
anos, la CK es moderadamente elevada o puede ser 10 veces
mayor que lo normal. Existirian 3 diferentes fenotipos clini-
cos: una forma pelvifemoral, que seria la més frecuente; la
forma escapulohumeral, y una forma leve caracterizada por
hiperCKemia. En general no presentan compromiso cardiaco
ni de musculos bulbares?’. Presentan compromiso precoz de
cintura escapular y debilidad humeral; a nivel de las extremi-
dades inferiores, los abductores de la cadera estarian relativa-
mente preservados, mientras que el compartimiento poste-
rior del muslo estd muy afectado. Esto se evidencia en los
estudios de TC y RM>8. Presentan dificultad en subir escaleras,
levantarse del piso o correr. La debilidad muscular y atrofia
con distribucién escapulo-humeral/pélvica es caracteristica
de calpainopatia (scapula alata simil FSH). A nivel de la pelvis,
la debilidad es mayor del gluteo mayor y aductores de la
cadera. Al comienzo estarian preservados los musculos dista-
les y posteriormente existiria compromiso tibial. Hay debili-
dad de musculos abdominales, excepcionalmente hipertrofia
de las pantorrillas, en general atrofia. Puede existir heteroge-
neidad clinica en el seno de una misma familia, por ejemplo
en lo que respecta a hipertrofia de las pantorrillas, dificultad
para elevar los brazos, despegamiento del omoéplato. Consti-
tuiria el 30-60% de las Distrofias de cintura AR y aproximada-
mente el 40% de las distrofias de cintura en general. Puede
tener presentacién atipica en una cuarta parte de los casos:
severa tipo DMD, seudometabdlica con intolerancia al ejerci-
cio y mialgias o bien con contracturas de tendén de Aquiles,
codos y cuello pueden ser reminiscentes de EMD.

2B, AR, cromosoma 2p13, gen/simbolo DYSF, proteina: disferlina,
alélica de miopatia distal de Miyoshi

La disferlina, una proteina de membrana de 237 kD, estd
anclada a la membrana sarcolemal por la porcién C-terminal
y tendria funcién en la reparacién de membranas.

La biopsia muscular en las disferlinopatias no presenta
caracteristicas histolégicas distintivas, por lo que requiere, al
igual que las otras distrofias de cintura, de la inmunohisto-
quimica y WB. En algunos casos puede incluso mostrar cam-
bios inflamatorios, al igual que las laminopatias y FSH. La
disferlina puede presentar un déficit secundario por inmuno-
histoquimica y WB, en déficit de calpaina, caveolina e incluso
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en sarcoglucanopatias y distrofinopatias®®, por lo que es
esencial investigar antes por inmunohistoquimica todas las
proteinas del sarcolema en las que se puede detectar déficit
por este método y efectuar siempre WB de calpaina y disfer-
lina.

El comienzo es en la adolescencia o en la segunda/tercera
décadas, con dificultad en subir escaleras y en correr, CK muy
elevada, no desarrollan compromiso cardiaco ni respiratorio.
El compromiso muscular puede ser de tipo de cintura, proxi-
mal o bien predominantemente distal (Miyoshi) con compro-
miso del tibial anterior o mixta. Las diferencias esenciales
entre distrofia de cintura 2B y miopatia distal de Miyoshi con-
sisten en que la distrofia de cintura 2B presenta debilidad
proximal de comienzo, predominio de miembros inferiores
con relativa preservacién de musculos distales, y la miopatia
distal de Miyoshi presenta debilidad distal de miembros infe-
riores con dificultad de caminar en talones.

La distrofia de cintura 2B presenta al comienzo sélo debili-
dad proximal de los miembros inferiores, con compromiso
precoz del compartimiento posterior de los muslos y las pier-
nas (aductores, gastrocnemio, soleo). La cintura escapular y
los miembros superiores se comprometen mas tardiamente,
en especial los musculos supra e infraespinoso y biceps, las
manos desarrollan una postura extrarrotada. A los 10 afios de
evolucién presentan severa alteraciéon de la marcha por debi-
lidad de musculos de la pelvis y miembros inferiores, amplia
base de sustentacidn, pie plano, debilidad en la extensién de
la rodilla, pasos cortos, y aproximadamente una tercera parte
estd en silla de ruedas. La pérdida de la habilidad de caminar
en punta de pie se presenta antes que en talones. La CK puede
ser muy elevada.

2C, AR, cromosoma 13q12, gen/simbolo SGCG, proteina:
y-sarcoglucano

2D, AR, cromosoma 17q12,q21.33, gen/simbolo SGCA, proteina:
a-sarcoglucano

2E, AR, cromosoma 4q12, gen/simbolo SGCB, proteina:
B-sarcoglucano

2F, AR, cromosoma 5q33, gen/simbolo SGCD, proteina:
v-sarcoglucano

Las sarcoglucanopatias son clinicamente indistinguibles de
las distrofinopatias, y pueden asociarse a cardiomiopatia.

La funcién del complejo de sarcoglucanos es contribuir a la
estabilidad de la membrana plasmatica al estabilizar la aso-
ciacién del B-distroglucano de transmembrana con la matriz
extracelular y con la distrofina subsarcolemal.

La desorganizacién de este complejo lleva a pérdida secun-
daria de cualquiera de los componentes y subsecuente ines-
tabilidad de membrana con eflujo de componentes del cito-
plasma e influjo de calcio y pérdida de nNOS en la membrana
e isquemia.

En las sarcoglucanopatias se suele observar disminucién
de inmunotincién de grado variable de las distintas proteinas
y no siempre la proteina mas deficiente es representativa del
defecto genético. Incluso en uno de nuestros casos la inmu-

notincién para a-sarcoglucano estaba preservada (repetida
dos veces con controles) mientras que estaba muy atenuada
para 3-sarcoglucano y el defecto molecular resulté una
a-sarcoglucanopatia en un heterocigoto compuesto®. La dis-
trofina suele descender, y en algunas circunstancias puede
ser complejo diferenciar entre una distrofinopatia y una sar-
coglucanopatia.

El comienzo clinico suele ser precoz, con caidas frecuen-
tes y dificultad para caminar, presentan seudohipertrofia de
gemelos, Gowers y CK elevada de aproximadamente 4.500
U/1, y en algunos casos los pacientes quedan confinados a
silla de rueda a los 9 o 10 afos; no presentan debilidad facial
ni compromiso intelectual, pero pueden desarrollar cardio-
patia®®.

2G, AR, cromosoma 17q11-12, gen/simbolo TCAP, proteina:
titin-cap (teletonina)

La teletonina es una proteina de 19 kD del musculo esquelé-
tico y cardiaco localizada en el disco Z que provee sitios de
unién para la titina y otras proteinas asociadas al disco Z
durante el ensamblaje del sarcomero. Reportada original-
mente en 3 familias de Brasil®’, ha sido més recientemente
identificada en una paciente de origen europeo que comenzd
su sintomatologia a los 15 afos con debilidad proximal de las
extremidades inferiores y progresé lentamente comprome-
tiendo la cintura escapular. Present6 calambres musculares
dolorosos desde el inicio, debilidad del tibial anterior e hiper-
trofia de las pantorrillas, atrofia del compartimiento anterior
y posterior de los muslos y distal anterior de las piernas y CK
elevada. La biopsia presentd caracteristicas miopaticas con
numerosas fibras hipotréficas tipo I, lobuladas con NADH,
nucleos centrales y predominio 1 pero no fibras con vacuolas
lineadas (rimmed), como se habia descrito en otros pacientes.
A nivel ultraestructural se observaron algunas areas de desor-
ganizacién miofibrilar. El déficit de teletonina se detect6 por
inmunofluorescencia y WB, previa investigacién de proteinas
correspondientes a distrofias de cintura AR. Al estudio gené-
tico resulté que la paciente era heterocigota compuesta. Los
autores destacan las similitudes y diferencias con otras dis-
trofias de cintura: el compromiso de cintura pelviana e hiper-
trofia de pantorrillas similar a FKRP (2I), pero la falta de com-
promiso respiratorio y cardiaco la diferencia de dicha distrofia,
asi como la severa atrofia del cuadriceps y del tibial anterior
que se observan en el déficit de teletonina. A su vez el com-
promiso prominente del cuadriceps y de los tibiales anterio-
res, asi como la discreta escépula alada, diferencia el déficit
de teletonina del déficit de calpaina. La falta de compromiso
de musculos posteriores de pantorrillas la diferencia de la
miopatia distal de Miyoshi por déficit de disferlina®. En base
a estas observaciones, la investigacién de teletonina deberia
entrar en el algoritmo de investigacién de proteinas en las
distrofias de cintura.

2H, AR, cromosoma 9931-q34, gen/simbolo TRIM 32, proteina:
tripartite motif-containing 32 (ubiquitin-ligase)

Esta distrofia estaria restringida a una poblacién de Hutterite
de Canada®®.
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21, AR, cromosoma 19q13.3, gen/simbolo FKRP, proteina:
proteina relacionada con fukutina

FKRP es una glucosiltransferasa que interviene en la glucosi-
lacién de a-distroglucano.

Esta distrofia de cintura es alélica de una forma severa
congénita. Los defectos de glucosilacién de a-distroglucano se
presentan en un grupo de distrofias congénitas y la investiga-
cién se orienta desde el punto de vista inmunohistoquimico
o de WB utilizando el anticuerpo para a-distroglucano, pero
en algunos casos el déficit no es tan evidente. Desde el punto
de vista clinico tiene similitudes con la distrofia muscular de
Becker y debe ser sospechado en casos en que no se puede
definir por inmunohistoquimica o WB, y efectuar el estudio
genético molecular el que no seria complejo en caso de FKRP.
Su incidencia seria relativamente elevada entre la poblacién
caucasica, si bien en nuestro medio no se ha demostrado aun
una incidencia apreciable. Dado que el estudio inmunohisto-
quimico puede mostrar sélo atenuacién en algunos casos y
que se codifica en un Unico exdn, deberia efectuarse estudio
genético en los casos Becker-like en los que no se puede
demostrar por genética molecular.

2J, AR, cromosoma 2931, gen/simbolo TTN, proteina: titina

La titina es una proteina sarcomérica que conecta la banda
Z con la linea M, y estaria relacionada con el desarrollo del
musculo estriado, su estructura y cascadas de transduccién.
Esta forma de distrofia que determina una miopatia distal
con compromiso del compartimiento anterior de la pierna se
ha descrito en la poblacién finlandesa®®. Existen ademés
formas dominantes de déficit de titina que determinan car-
diomiopatia severa y otro tipo de miopatias distales. No es
de rutina investigar esta proteina en las distrofias de cin-
tura.

2K, AR, cromosoma 9q34, gen/simbolo POMT1, proteina:
O-manosil-transferasa 1, alélica al WWS

2L, AR, cromosoma 11p14.13, gen/simbolo ANOS (TMEM16E),
proteina: anoctamina 5

2M, AR, cromosoma 9931, gen/simbolo FKTN, proteina:
fukutina, alélica a FCMD y WWS

2N, AR, cromosoma 14924, gen/simbolo POMT2, proteina:
O-manosil transferasa 2, alélica a WWS y a MEB

20, AR, cromosoma 1p34, gen/simbolo POMGNT1, proteina:
protein 0-linked mannose beta
1,2-N-acetilglucosaminiltransferasa 1

Estas formas son alélicas de distrofias musculares congénitas
por defecto de glucosilacién de a-distroglucano. Existe mar-
cada superposicién clinica entre los distintos tipos, y la in-
vestigacién inmunohistoquimica, al no existir anticuerpos
especificos, se limita a la utilizacién del anticuerpo para
a-distroglucano. Debe efectuarse en todos los casos el estudio
genético para confirmar el subtipo.

2L, AR, cromosoma 11p14.3, gen/simbolo ANOS, proteina
anoctamina 5

Esta proteina seria un canal de cloro posiblemente activado
por Ca.

Podria determinar una miopatia proximal asimétrica o
bien distal tipo Miyoshi’® y no existiria atin un anticuerpo ttil
para el diagnéstico.

No incluimos en esta revision el grupo 4 (miopatias dista-
les) y el grupo 5 (otras miopatias, miofibrilares, etc.), entre las
que hay numerosas formas alélicas a las anteriores.

De la ultraestructura al diagnéstico/investigacion
genética

Excepcionalmente en algunas patologias complejas que com-
prometen al musculo, los hallazgos ultraestructurales de la
biopsia muscular permiten orientar el diagnéstico, recabar la
informacién necesaria y orientar el estudio genético. Sélo
mencionaremos a titulo de ejemplo (dado que es objeto de
otra publicacién) un caso en que contabamos con los siguien-
tes datos: edad a la biopsia muscular: 19 afos, hipotonia,
atrofia muscular proximal y distal, escoliosis, ataxia, distrofia
de cintura.

La biopsia mostré vacuolas rimmed (lineadas) y el estudio
ultraestructural, ademas de cambios autofagicos, la presencia
de alteraciones nucleares excepcionales con presencia de
doble membrana electrondensa rodedndolos, como se descri-
bié en el sindrome de Marinesco-Sjogren’’.

En base a esta sospecha requerimos a la familia y al neu-
rélogo a cargo nos confirmaran la existencia de los siguientes
antecedentes caracteristicos de esta entidad: comienzo en la
nifiez, disartria, nistagmo, dismetria, cataratas a temprana
edad, operadas; leve retardo mental; curso lentamente pro-
gresivo; hipogonadismo; CPK elevada; EMG miopatico; VCN:
normal; RM: atrofia cerebelosa, més pronunciada en vermis.
En base a esto se efectué un estudio genético confirmatorio
en un centro especializado.

Esta situacién no deberia plantearse si los pacientes se
estudian exhaustivamente y no queda todo en manos del
patdlogo especializado, dado que éste deberia tener una expe-
riencia excepcional o bien unos contactos cientificos excep-
cionales (como se dio en este caso) para llegar a un diagnés-
tico.
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