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Diagnostico de leucodistrofia de Krabbe por microscopia
electronica de transmision. Informe de un paciente

Hilda Villegas-Castrejon,* Alma Delia Hernandez-Pérez,* Sergio Peralta,**
Jesus Vazquez-Escamilla,** Baltasar Reyes-Marin***

Resumen

La leucodistrofia de Krabbe es una enfermedad rara en México,
por este motivo se reporta un caso de una nifia de 11 ahos. Se
describen los estudios ultraestructurales de biopsia de nervio
sural. Las vainas de mielina fueron muy delgadas. El citoplasma
de las células de Schwann contenia estructuras no membrano-
sas y estructuras en forma de agujas parcialmente curvilineas
de longitud variable. Las inclusiones a menudo tenian material
electrodenso o electrolicido. Estas caracteristicas representan
a la leucodistrofia de Krabbe. Los estudios ultraestructurales
ayudan al diagnoéstico en los casos en que no se dispone de
estudios genéticos o técnicas especiales de laboratorio. En la
paciente descrita el diagndstico de enfermedad de Krabbe se
establecio tardiamente de acuerdo con el inicio de los sintomas.
El diagnéstico de leucodistrofia de Krabbe se puede evidenciar
con el estudio de microscopia electrénica de nervio sural.

Palabras clave: leucodistrofia, enfermedad de Krabbe, micros-
copia electronica.

Summary

Krabbe’s leukodystrophy is a rare hereditary disease in Mexico.
For that reason we report the case of an 11-year-old child. Ul-
trastructural studies of sural nerve biopsy specimen are de-
scribed. Myelin sheaths were uniformly thin for the fiber diame-
ters. Cytoplasm of Schwann cells exhibited a moderate dilatation
with non-membrane masses with partly curvilinear, needle-
shaped structures of variable length. The inclusions often had
electron-dense or electron-lucent halos. These inclusions ul-
trastructurally represented Krabbe’s leukodystrophy, and this
method aids in the diagnosis in cases that are not available for
genetic studies or special laboratory techniques. In this patient,
diagnosis of Krabbe’s disease was delayed and established sev-
eral years after the initial symptoms. Electron microscopic ex-
amination of a sural nerve provided evidence for a diagnosis of
Krabbe’s leukodystrophy.

Key words: leukodystrophy, Krabbe disease, electron micros-
copy.

Introduccion

Las leucodistrofias son enfermedades hereditarias poco fre-
cuentes ocasionadas por una alteracién enzimética. Son pa-
decimientos desmielinizantes que afectan en forma primaria al
sistema nervioso central y posteriormente al periférico.® El
inicio de las leucodistrofias es muy variable dependiendo del
subtipo, y los signos clinicos estan en relacién con el tiempo
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en que se presenta la desmielinizacion; la heterogeneidad en
los sintomas se debe a los multiples sitios de mutaciones en
los genes. Tres variedades han sido reportadas con mas fre-
cuencia:

1. De Krabbe, originada por una deficiencia en la galactosil-
ceramidasa, relacionada con la alteracion del gen localiza-
do en el cromosoma 14g21-31.

2. Metacromatica, la alteracion génica se ubica en el cromo-
soma 22q13-31.

3. Adrenoleucodistrofia, cuyo déficit es perixosomal ligado
al cromosoma Xq28.

Los tipos de mutaciones incluyen deleciones, que pueden
ser completas o parciales, y mutaciones puntuales.*® Hay otras
leucodistrofias todavia menos frecuentes como la de Pelizaeus-
Merzbacher, Canavan y la de Alexander.®®

La leucodistrofia de Krabbe (células globoides) es una
enfermedad hereditaria que por lo general comienza en forma
temprana durante los primeros meses de vida, aunque los
sintomas clinicos pueden manifestarse en forma tardia en el
infante o en el adulto joven. Las leucodistrofias con inicio
tardio son menos frecuentes y el diagnostico es mas dificil
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debido a que los sintomas son heterogéneos y el progreso de
la enfermedad es més lento. Las manifestaciones clinicas va-
rian dependiendo de la edad de aparicion, aunque basicamen-
te son alteraciones visuales y motoras: hay retraso en el desa-
rrollo psicomotor, problemas de alimentacion, atrofia Optica,
rigidez generalizada, entre otras.

Bioguimicamente existe deficiencia de la actividad de la
galactosilceramidasa. Este defecto se manifiesta en diferentes
tejidos, por lo que el diagndstico se puede llevar a cabo en
leucocitos periféricos, orina, tejido muscular, en nervio perifé-
rico y en cultivo de fibroblastos de piel.°

El objetivo de este informe es presentar una paciente con
leucodistrofia de Krabbe diagnosticada mediante biopsia de
musculo y nervio periférico aplicando microscopia electréoni-
ca de transmision.

Caso clinico
Antecedentes perinatales

Producto del primer embarazo de padres no consanguineos,
madre de 20 afios, padre de 19 afios. Embarazo normoevoluti-
vo de término; el parto fue fortuito en camilla obteniéndose
nifia de 2,500 g. La madre refiere que la recién nacida tardé en
respirar, ignora si recibié maniobras artificiales de respiracion,
permaneciendo en incubadora un dia. El binomio fue egresa-
do sin complicaciones. La recién nacida present6 desarrollo
psicomotriz, adaptativo y linglistico normal hasta los 14 me-
ses de edad.

Padecimiento

La paciente inicié su padecimiento a los 14 meses de edad,
con deterioro subito del desarrollo psicomotriz, debilidad
muscular en extremidades inferiores y pérdida de la capacidad
para la bipedestacion y para mantener el tronco erecto. La
madre identificd estrabismo, por lo cual consult6 a varios
médicos; todos coincidieron en retraso psicomotriz. A partir
de esa fecha, la nifia empez6 a recibir tratamientos de terapia
fisica en extremidades inferiores, pocos meses después nota-
ron que los pies empezaban a adquirir una posicién de genu
varo, continuando con la terapia hasta la edad de tres afios
siete meses, cuando fue remitida al Centro de Salud Mental
del DIF, donde se le efectud tomografia cerebral simple y con-
trastada, reportandose importante hipodensidad generaliza-
da de la sustancia blanca; el diagnostico fue “proceso des-
mielinizante” de etiologia a determinar.

La paciente continu6 con su tratamiento de rehabilitacion
y a la edad de cuatro afos se le efectuaron exdmenes de
laboratorio para corroborar el diagnéstico de leucodistrofia
metacromatica, con los siguientes resultados: arilsulfatasa

68 nmol/ml/hora (rango normal 34 a 120), granulos metacro-
maticos en leucocitos negativo, mucopolisacaridos 175 U de
cpc/g de creatinina (normal 210).

A la edad de cinco afios se le efectuaron los mismos estu-
dios de laboratorio, reportandose: arilsulfatasa 73 nmol/ml/hora,
grénulos de leucocitos negativo, sulfatasas en orina negati-
vo, mucopolisacéridos 195 U de cpc/g de creatinina. La pa-
ciente continud con terapias de rehabilitacion hasta la edad
de 11 afios, siendo referida al Servicio de Ortopedia Pediatrica
del Instituto Nacional de Rehabilitacion.

Exploracion fisica

A su ingreso, la paciente presentdé una marcha a saltos asisti-
da con una andadera, con flexion de tronco y miembros pélvi-
cos, estrabismo divergente, con hipotonia en extremidades
superiores. Los tonos en escala de Asworth para hombro 2/1,
codo 1/1, mano 1/1. En extremidades inferiores el tono fue el
siguiente: cadera 1/1+, rodilla 1/1, tobillo 1/1, hipotrofia gene-
ralizada con rotacion interna de la cadera bilateral. Acorta-
miento de 1.5 cm en miembro pélvico izquierdo, contractura en
flexion de caderas 40/30, isquiotibiales 90/80, regazo para ex-
tension de cadera 30/30 y en rodillas 45/45, clonus y Babinsky
bilateral, hiperreflexia+++, control volitivo deficiente ADD. La
biometria hematica, la quimica sanguinea y el examen general
de orina fueron normales. La paciente fue referida al Departa-
mento de Oftalmologia y Genética, donde se le diagnosticé
pérdida de la agudeza visual y ambliopia de ojo izquierdo. En
el Servicio de Genética fue valorada emitiéndose el diagndsti-
co de leucodistrofia. En el examen psicolégico se realizaron
pruebas de inteligencia: el 1Q fue muy bajo. Fue evaluada por
la clinica de ortopedia pediatrica, el diagnostico fue cuadripa-
resia espéstica secundaria. Se practico tenotomia de abducto-
res, psoas e isquiotibiales bilaterales, asi como toma de nervio
sural y musculo peroneo, enviandose el material al Laborato-
rio de Microscopia Electronica.

Estudios de gabinete

En tomografia axial computarizada y resonancia magnética de
créneo se identificaron alteraciones en la sustancia blanca, en
forma difusa, tanto cerebral como del hemisferio cerebeloso
izquierdo y en el tallo cerebral, asociadas con pérdida de volu-
men; las caracteristicas de la imagen indicaban gliosis peri-
ventricular y en centros semiovales, que se limitaba a la re-
gion anatémica de las fibras en U en las regiones parietales, y
que se extendia a las cuatro extremidades posteriores de las
capsulas internas, con alteraciones focales de ambos téla-
mos, principalmente en la zona de los grupos interlaminares.
Habia adelgazamiento e irregularidad del cuerpo calloso, con
hiperintensidad generalizada.
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Figura 1. Corte longitudinal de nervio periférico sural, donde
se observan cuerpos laminares (Cl) en el axén (Ax) que lo
desplazan y comprimen. Las vainas de mielina (Vm) han
perdido su periodicidad. 20,500x

Material y métodos

Bajo anestesia general fueron tomadas biopsias de nervio
sural y muasculo peroneo, después de que los padres acepta-
ron el procedimiento invasivo. El tejido fue fijado de inmedia-
to en glutaraldehido a 2.5 % en buffer de fosfatos con pH 7.4,
y posfijado en tetradxido de osmio bufferado; se deshidraté
con alcoholes ascendentes y la inclusion se efectud en resina
Epon 812. Cortes semifinos de 1 micra se tifieron con azul de
toluidina para seleccionar el &rea de estudio ultraestructural.
Los cortes finos de 90 nm fueron contrastados con acetato de
uranilo y citrato de plomo antes de ser examinados en el mi-
croscopio electrénico de transmision Philips Tecnai 10.

Resultados de microscopia electrdnica de transmision

La biopsia de musculo estriado mostrd ligera atrofia de las
fibras musculares. Ultraestructuralmente se pudo observar

Figura 2. Micrografia electrénica que muestra en el citoplas-
ma de la célula de Schwann (CS), inclusiones lipidicas
pleomorficas con formaciones tubulares en su interior (—).
40,500x

buen ordenamiento de las miofibrillas, de las bandas y de los
discos Z.

Cortes transversales de nervio periférico de 1 micra, tefii-
dos con azul de toluidina, mostraron filetes nerviosos de di-
verso grosor, con diferente grado de desmielinizacidn, no se
observaron formaciones de bulbos en cebolla; el tejido co-
nectivo endoneural estaba ligeramente incrementado.

Para el estudio ultraestructural del nervio periférico y para
valorar la cantidad y el grosor de los nervios, se efectuaron
numerosos cortes de varios bloques que fueron observados
por el microscopio electrénico, encontrando en diversos cam-

Figura 3. El citoplasma de la célula de Schwann (CS) pre-
senta en su interior inclusiones tubulares cristalinas en for-
ma de aguja (—). Rodeando a los nervios se puede apreciar
incremento de las fibras de colagena (col). 40,500x
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Figura 4. Micrografia donde se puede observar abundantes
restos mielinicos (—) y destruccion de los organelos en una
célula de Schwann. 20,500 x.

pos una reduccién importante del tamafio de los nervios, asi
como desmielinizacién. La mayoria de los nervios mostraba
incremento de fibras de colagena alrededor. Los filetes ner-
viosos presentaban disminucion considerable de mielina y
fragmentacién de la periodicidad. El axén se encontrd reduci-
do en tamafio, con escasos filamentos y microtlbulos; en
algunos campos, dentro de los axones se identificaron restos
mielinicos en forma abundante (figura 1). En las imagenes de
cortes longitudinales de los nervios mielinicos, el citoplasma
de las células de Schwann presentaba dep6sitos pleomorfi-
cos de restos lipidicos; en su mayoria, estas inclusiones se
apreciaron como agrupamientos de restos de membranas (fi-
gura 2); también se reconocieron conjuntos de material elec-
trodenso. Se identificaron inclusiones aisladas o formando
agrupaciones que a menudo estaban rodeadas por halos cla-
ros; alternando con estas inclusiones se observaron estruc-
turas multiangulares en forma de agujas cristaloides (figura 3).
Ocasionalmente se encontré material osmiofilico dentro del cito-
plasma de la célula de Schwann (figura 4).

Discusion

El caso que se reporta inicialmente fue diagnosticado como
enfermedad desmielinizante a nivel central, posteriormente se
emitio6 el diagnostico de leucodistrofia metacromatica por pre-
sentar una sintomatologia clinica de dafio periférico no bien
definido. La paciente tuvo retraso psicomotor tardio, consi-
derdndose como dafio a nivel del sistema nervioso central,
motivo por el cual los exdmenes de laboratorio solicitados
fueron para confirmar el diagndstico de leucodistrofia meta-
cromaética, reportdndose en dos ocasiones resultados negati-
vos para arilsulfatasa, para granulos metacromaticos en leu-

cocitos, para sulfatasas en orina, asi como para mucopolisa-
céridos.

En el analisis retrospectivo suponemos que se pensé en el
diagnostico mencionado, pues la leucodistrofia metacromati-
ca es mas frecuente que la de Krabbe y los sintomas al inicio
del padecimiento son muy similares en ambas entidades. Asi
mismo, las alteraciones morfolégicas de los nervios periféri-
cos en la enfermedad de Krabbe se manifiestan més tardia-
mente que en la metacromatica.

Se ha informado la utilidad de la tomografia computarizada
y de la resonancia magnética en el diagndstico de la leucodis-
trofia de Krabbe. La tomografia computarizada se ha recomen-
dado como un estudio de imagen con mayor utilidad en la
etapa temprana de la enfermedad, por su capacidad para expo-
ner con mayor detalle microcalcificaciones en los nicleos ba-
sales.%15 Tanto la tomografia computarizada como la reso-
nancia magnética permiten identificar los cambios de la sus-
tancia blanca, que se manifiestan como &reas de hipodensi-
dad e hiperintensidad respectivamente, tienden a ser con-
fluentes y progresivamente de mayor extensién conforme avan-
za la enfermedad, involucrando ganglios basales y tallo cere-
bral.*%5 La sustancia blanca puede encontrarse respetada a
nivel de la fibras en U hasta las etapas tardias de la enferme-
dad. En el caso presentado se observaron cambios avanza-
dos que sefialan las alteraciones para la sustancia blanca aso-
ciadas a pérdida de volumen, asi como del trayecto de la via
piramidal y posible alteracion a nivel del cuerpo calloso. Exis-
ten otros métodos como la aplicacién intravenosa de gadoli-
nio!*18 o estudios por espectroscopia para confirmar el diag-
nostico de esta enfermedad.’® Definitivamente los hallazgos
en iméagenes de la enfermedad de Krabbe en una etapa tardia
pueden ser inespecificos, y puede ser dificil emitir el diagnos-
tico diferencial preciso con la enfermedad metacromética.?

En cuanto a las observaciones por microscopia electréni-
ca, en la leucodistrofia metacromatica las inclusiones presen-
tes en el citoplasma de las células de Schwann son figuras
mielinicas multicéntricas laminadas con una periodicidad de
5.8 nm formando cuerpos tipo “cebra”, donde se alternan ban-
das claras y obscuras; el hallazgo mas frecuente es la presen-
cia de lipidos sudandfilos que alternan con las estructuras
antes mencionadas.?> Comparando estas caracteristicas con
la presencia de las inclusiones en forma de aguja propias de la
enfermedad de Krabbe, ultraestructuralmente podemos esta-
blecer el diagnéstico diferencial entre estas dos entidades.

Estudios previos realizados en biopsias de nervio sural, de
personas con sintomas clinicos tardios de la enfermedad de
Krabbe, han reportado desmielinizacion de tipo segmentario,
asi como disminucion en el nimero de fibras nerviosas, bul-
bos en cebolla y cuerpos de inclusion.?? En nuestras observa-
ciones no fue posible encontrar bulbos en cebolla, pero si
desmielinizacién acentuada con dafio axonal y fibrosis. Tam-
bién se ha mencionado que en el citoplasma de las células de
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Schwann se puede observar restos mielinicos, hallazgo que
se presentd en nuestro caso y que se ilustra en la figura 4 de
este estudio ultraestructural, sin embargo, no se han reporta-
do en la literatura restos mielinicos en el axén, como se mues-
tra en la figura 1.

Lo més relevante de este reporte fue la presencia de inclu-
siones tubulares e inclusiones cristalinas en forma de agujas
en el citoplasma de las células de Schwann (figuras 2 y 3), que
se deben a deficiencia de la galactosilceramidasa (enzima liso-
somal que transforma la galactosilceramida en ceramida y ga-
lactosa). Estas inclusiones fueron informadas por primera vez
en células del sistema nervioso central.?2-2*

Las inclusiones cristalinas en forma de aguja encontradas
en la biopsia de nervio periférico fueron decisivas para el
diagnostico, ya que se consideran elementos clésicos de la
leucodistrofia de Krabbe y son muy diferentes a las presentes
en la leucodistrofia metacromatica o en otras lipidosis.
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