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Las miopatias musculares progresivas o distrofias musculares componen un heterogéneo grupo de enfer-
medades primitivas musculares que tienen en comun la transmisién hereditaria y el patrén histopatolégico
miopdtico (1). La mayoria se transmiten mediante una herencia autosémica recesiva, aunque el grupo
denominado distrofinopatias primarias lo hacen por transmisién ligada al cromosoma X.

El patrén histopatolégico miopético es un patrén lesional muscular caracteristico consistente en cambios
en las fibras musculares y en el intersticio. Los primeros son variables y consisten en degeneracién celular,
del tipo de vacuolizacidn e hipereosinofilia, aspecto hialino de las fibras, presencia de bandas de contraccién
muscular, atrofia redondeada y necrosis, que alterna con fendmenos de regeneracion e hipertrofia celular.
Histoenzimdticamente se observa un predominio de fibras tipo I. Como consecuencia de la regeneracién
muscular el didmetro de la fibra muscular es muy variable. Los cambios intersticiales son mas o menos
acusados y consisten en fibrosis, infiltracién grasa e inflamacién predominantemente linfocitaria, aunque
puede producirse infiltracién macrofdgica en relacién con fibras musculares necréticas (Fig. 1).

El mejor conocimiento de las estructuras de anclaje de las fibras musculares esqueléticas ha mostrado
que este sistema estad dotado de una gran complejidad (Tabla 1). El estudio de esta red de proteinas es
objeto de una intensa investigacién biolégica (2). De esta manera, tras la identificacién de las proteinas
ha sido posible explicar la alteracién molecular subyacente y diferenciar mejor el grupo de las distrofias
musculares.
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bre, este grupo de enfermedades pueden debutar en
el adulto. La alteracién puede estar asociada a una
¢ Proteincinasa . elevacién de la creatinina sérica.

De todas las GAD la'mads importante es el déficit
muscular de alfa sarcoglicano, ya que su ausencia es
' la causa de una de las mds frecuentes distrofias
F-actina ~<——————  G-actina | musculares autosémicas recesivas de la infancia que
se conoce con el nombre de adhalinopatia (24).
Existen cuatro formas clinicas de la enfermedad de
acuerdo con la gravedad del proceso. La afeccién se

Figura 6. Mecanismo de accién de la distrofina. produce como consecuencia de un déficit en el alfa

sarcoglicano, proteina de 50 kD (25, 26). La pérdida

de la adhalina se puede producir por mutacién (27). El estudio inmunohistoquimico permite la deteccién

de su ausencia, asi como la preservacion de otras proteinas como la distrofina y la laminina (28). Como en

el caso de las distrofinopatias primarias, la intensidad de inmunorreactividad refleja el grado de déficit
proteico y la gravedad de la enfermedad (29).

La laminina muscular, laminina tipo 2 o merosina es un componente fundamental de la membrana basal
de la fibra muscular. La merosina esta formada por tres cadenas: alfa-2, beta-1 y gamma-1. La pérdida de
merosina puede observarse en dos condiciones: pérdida de la proteina en las distrofias musculares de la
infancia por ausencia de merosina o verdaderas merosinopatias primarias, o alteracién de la expresién de
la laminina tipo 2 en los pacientes gravemente afectados de déficit de alfa sarcoglicano (30). ‘

Las mutaciones en el gen localizado en el cromosoma 6 (6q22-23) se asocian con una hipotonia grave,
contracturas articulares ya en el nacimiento y un aumento de la creatinquinasa sérica durante los primeros
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meses de la vida. Ademads, se producen alteraciones en la sustancia blanca hemisférica detectadas como
areas hiperintensas en la resonancia magnética nuclear (31).
Otras proteinas cuya alteracién es causa de enfermedad muscular son:

— La alfa-actinina: es una proteina del citoesqueleto, localizada en la banda Z, que establece puentes con
la F-actina. Se halla alterada en la miopatia nemalinica congénita. Cursa con debilidad muscular genera-
lizada e hipotonia desde el nacimiento, escoliosis y contracturas. Puede detectarse mediante inmuno-
histoquimica.

— La emerina: es una proteina rica en serina de 34 kD, ubicua, con mayor concentracion en el musculo. Se
localiza en la membrana nuclear. Su deficiencia es causa de la enfermedad conocida como distrofia
muscular de Emery-Dreifuss. Se trata de una enfermedad muscular recesiva ligada al sexo (Xq28), que
se manifiesta por una afectaciéon predominante escdpulo-humeral y el desarrollo de contracturas.

— La miosina: es una proteina contréctil de la fibra muscular. Consta de dos cadenas pesadas y cuatro
ligeras. Estd alterada en la regeneracion de fibras musculares.
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Figura 2. Dibujo esquematico del sistema de anclaje del sarcolema a la membrana basal y al citoesqueleto.

distrofinopatias son las mads frecuentes de las distrofias musculares, de tal manera que en torno a la mitad
de los casos con distrofia muscular de la infancia presentan una distrofinopatia primaria (6). Se incluyen
entre ellas la enfermedad de Duchenne y la de Becker.

El estudio inmunohistoquimico junto con el andlisis molecular de la proteina mediante Western-blot son
fundamentales para el diagndstico de la enfermedad. La ausencia de distrofina en el Western-blot es
diagnoéstica de la forma grave de la enfermedad de Duchenne. La deteccién de una proteina de tamafio
menor del normal es indicativa de enfermedad de Becker o de formas mds leves de Duchenne.
Ocasionalmente, en la enfermedad de Becker puede producirse una proteina de menor tamafio, pero
funcional. La delecién parcial de la proteina, aun siendo importante, puede ser compatible con una proteina
funcional (7).

Los patrones de inmunorreactividad observados en los enfermos afectos de distrofinopatia primari
pueden ser de tres tipos: ‘

— Patrén negativo o de ausencia total de inmunorreactividad, propio de la enfermedad de Duchenne (Fig. 4A).

— Patron en mosaico o de coexistencia de fibras positivas y negativas, que puede observarse tanto en la
enfermedad de Duchenne como en la de Becker (Fig. 4B).

— Patr6n discontinuo o de solucién de continuidad en la inmunorreactividad de membrana, propio de la
enfermedad de Becker (Fig. 5).

En la enfermedad de Becker se aprecia en general una mayor intensidad y densidad de fibras positivas
que en la de Duchenne. Aunque la valoracién de la intensidad de inmunotincién es ciertamente subjetiva,
en la enfermedad de Becker pueden apreciarse variaciones de la intensidad de tincién en diferentes fibras
musculares. Por otra parte, en la enfermedad de Becker no se produce el patrén negativo de inmu-
norreactividad.

El patrén en mosaico de las distrofinopatias primarias tiene un gran interés biolégico. Se trata de una
verdadera conservacién estructural y funcional de la distrofina detectada mediante inmunohistoquimica. Se
ha demostrado mediante PCR que las fibras musculares inmunorreactivas no presentan delecién para el gen

.. 165 -







1998; Vol. 31.N° 2

El estudio inmunohisioquimico en el diagndstico de las distrofias musculares

H
¢
i
!

Figura 4. Dos patrones de inmunorreactividad en la enfermedad de Duchenne. A: patrén negativo o de ausencia total de inmunorre-
actividad frente a la distrofina (original, ABC x200). B: patrén en mosaico o de fibras positivas aisladas (original, ABC x200).

Por otra parte, debe tenerse en cuenta que la des-
aparicion focal de la distrofina no es sindénimo de
distrofinopatia ya que ésta puede perderse tempo-
ralmente en las fibras degeneradas y en estadios
precoces de la regeneracién (20).

El grupo de las GAD estd compuesto por glu-
coproteinas de diferente peso molecular que esta-
blecen una estrecha conexién entre si y con la dis-
trofina. Se distinguen tres tipos: las pertenecientes
al complejo del sarcaglicano, las integrantes del
complejo del distroglicano y las que conforman el
grupo de las sintrofinas (21). Dentro del complejo
del sarcoglicano se distinguen cuatro protefnas: alfa,
beta, gamma y delta sarcoglicano. A su vez, dentro
del complejo del distroglicano se diferencian dos
proteinas: alfa y beta distroglicano. Finalmente, el
grupo de las sintrofinas esté integrado por la alfa sin-
trofina, la beta-1 sintrofina y la beta-2 sintrofina (22).

Las alteraciones moleculares de las GAD son la
base de un grupo de miopatias musculares progre-
sivas de gran interés conocidas como distrofias
musculares autosémicas recesivas graves de la in-
fancia o distrofias tipo cinturas de la infancia (23).
Constituyen un grupo heterogéneo de procesos ra-
ros que tienen en comun el patrén histopatolégico
miopatico y el tipo de herencia. A pesar del nom-

Figura 5. Patrén discontinuo en la enfermedad de Becker. Se
aprecian areas de desaparicién de la inmunorreactividad frente
a la distrofina (original. ABC x400).
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membrana de la célula. Esta es una protefna de mem-
brana que puede detectarse mediante inmunohistoqui-
mica, codificada por el gen MDR-1.

Lectinas

Son proteinas obtenidas de plantas que se unen especifi-
camente a carbohidratos. Se han empleado en el estudio
de las modificaciones de los glucoconjugados celulares,
fundamentalmente en las neoplasias, ya que parecen te-
ner una relacién con su comportamiento y poder metas-
tdsico.

Marcadores de proliferacién

La valoracién del porcentaje de células proliferantes en
una neoformacion se puede realizar mediante citometria
de flujo, empleando inmunohistoquimica con anticuer-
pos frente a diferentes proteinas expresadas durante el
ciclo celular, y mediante la incorporacién in vivo o in
vitro de bromodeoxiuridina nucledtida sintética (BrdU)
al DNA que luego puede ser detectada mediante inmu-
nohistoquimica.

Receptores hormonales

La actividad y el crecimiento de algunos 6rganos y teji-
dos es controlado por hormonas que actian sobre recep-
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tores especificos situados en sus respectivos dérganos
diana. La deteccién de estos receptores puede realizarse
mediante técnicas bioquimicas y técnicas de inmunohis-
toquimica, al haberse desarrollado anticuerpos frente a
receptores de estrégenos, receptores de progesterona y re-
ceptores de andrégenos.

Soluciéon de desenmascaramiento

Tampén donde se sumergen las preparaciones durante el
proceso de desenmascaramiento por calor para evitar su
secado. Pueden ser muy variadas: agua destilada, Tris,
EDTA, urea, cloruro séaico, cloruro magnésico, TUF,
etc., y a diferentes pH y molaridades. Aunque no existe
un tampo6n ideal, parece que el citrato sédico es la mejor
solucién de desenmascaramiento. Los factores clave
para obtener los mejores resultados de inmunorreactivi-
dad son el pH y la molaridad del tampédn empleado.

Ulex Europaeus Aglutinin

Es una lectina que se une especificamente a los com-
puestos glucidicos que contienen a-L-fucosa. Como los
proteoglucanos de las células endoteliales humanas con-
tienen residuos de fucosa, esta lectina es un buen mar-
cador del endotelio humano.
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nes la hacen dificil de aplicar rutinariamente en un labo-
ratorio de anatomia patoldgica, ya que es laboriosa y
requiere una gran cantidad de tejido fresco para alcan-
zar un adecuado grado de sensibilidad. Es por ello por
lo que en nuestra especialidad las dos técnicas que més
se han utilizado son la hibridacién in situ y la reaccion
en cadena de la polimerasa (PCR). Esta ttima, por su
sensibilidad y especificidad, se ha convertido en la téc-
nica mas ampliamente desarrollada. No obstante, en
cuanto a su sensibilidad, hay que tener en cuenta dos li-
mitaciones importantes: la calidad del DNA en las mues-
tras y el método utilizado para la deteccidn del producto
amplificado.

La mayor parte de los estudios rutinarios en nuestros
laboratorios se llevan a cabo sobre material fijado e
incluido en parafina. La cantidad y calidad del DNA
extraido depende del tipo de tejido, el fijador utilizado,
la duracién de la fijacién y la duracién y tipo de alma-
cenamiento de los bloques. En cuanto a la deteccién de
productos de PCR, el método més simple y frecuente-
mente usado es su visualizacién directa en geles de aga-
rosa o poliacrilamida tefiidos con bromuro de etidio y
expuestos a luz ultravioleta. Este método, sin embargo,
es relativamente poco sensible en determinadas circuns-
tancias. La hibridacién del producto de PCR transferido
a membranas, con sondas radiactivas o no, si bien aumen-
ta notablemente la sensibilidad, incrementa el tiempo y la
complejidad del proceso. '

En cuanto a la especificidad de la técnica, el riesgo de
falsos positivos debido a la contaminacién de muestras
negativas con DNA de muestras positivas (o, lo que es
mds comin, con productos de amplificaciones positivas
previas) es una de las limitaciones mds importantes de la
aplicacién rutinaria de la técnica de PCR al diagndstico
clinico. Junto a las medidas generales de laboratorio para
evitar las contaminaciones, el uso de controles negativos
en todos los estudios es una medida indispensable.

El interés del patélogo en la deteccién y tipificacién
de microorganismos patdgenos no queda restringido ex-
clusivamente el campo de la afeccidn, sino que se extien-
de al de la neoplasia debido al cada vez mds amplio
grupo de tumores en cuya génesis intervienen los agen-
tes infecciosos. Este articulo no es una revisién exhaus-
tiva de las aplicaciones del andlisis de 4cidos nucleicos
al campo de la patologia infecciosa o neoplédsica en ana-
tomia patolégica, sino que intenta presentar algunos de
los ejemplos que pueden ser de mds utilidad al patélogo
en su practica diaria, incluyendo algunos detalles técni-
cos en el Anexo.
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MICOBACTERIOSIS

El diagndstico de infeccién por Mycobacterium tubercu-
losis es uno de los mas dificiles de establecer dentro de
las infecciones bacterianas. La identificacién de las dis-
tintas especies de micobacterias se realiza tradicional-
mente mediante cultivo y ensayos bioquimicos que
requieren varias semanas desde la recepcién de la mues-
tra. BEn concreto, son necesarias hasta 8 semanas de cul-
tivo para la identificacién de M. tuberculosis. Desde que
comenzd la pandemia de infeccion por el virus de la
inmunodeficiencia humana (VIH), el diagnéstico de la
tuberculosis se ha dificultado, ademads, por las presenta-
ciones atipicas de la enfermedad y la gran incidencia de
afeccion producida por micobacterias no tuberculosas.
Por ello, en los tdltimos afios ha habido una demanda
creciente de disponer de métodos de diagndstico rdpidos
y fiables que permitan reducir el riesgo de brotes epidé-
micos de tuberculosis multirresistente (3).

La identificacion directa de los bacilos dcido-alcohol
resistentes en las secciones tisulares, aunque rapida, es
de baja sensibilidad, ya que requiere una gran cantidad
de microorganismos (10*ml). Ademas, la tincién direc-
ta es inespecifica, ya que no permite diferenciar las dis-
tintas especies de micobacterias, lo que es de especial
importancia en pacientes VIH+. La PCR posee una gran
sensibilidad en el diagnéstico de micobacteriosis, y de-
pendiendo de la estrategia utilizada permite el diagnés-
tico especifico de distintas especies de micobacterias,
incluida la tuberculosa.

Diferentes genes de M. tuberculosis se han utilizado
como diana de amplificacién en reacciones de PCR.
Entre ellas destacan:

— El gen que codifica la proteina de 38 kDa (antigeno b)
(3), un gen especifico de M. tuberculosis presente en
una sola copia en su genoma.

— La secuencia de insercién IS6110 (4), una secuencia
repetida entre 1 y 24 veces en las micobacterias del
complejo M. tuberculosis (Fig. 1A).

— El gen hsp65 (5-8), muy conservado entre las distintas
especies de micobacterias, que codifica la proteina de
choque térmico de 65 kDa (Fig. 1B-D).

~ Secuencias del DNA que codifican el RNAr 16s (9).
También se utiliza la deteccién del RNAr 16S de ]
M. tuberculosis mediante RT-PCR. Aunque este RNAr
es muy abundante —lo que facilita su deteccidén—, la ne-
cesidad de disponer de material en fresco para la
extraccion de RNA y su posterior transcripcién inver-
sa para la sintesis de DNAc y amplificacién del mismo
dificulta su uso rutinario.
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