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Introduccion: Las enfermedades del miisculo esquelético en las que la lesion supera la capacidad de
adaptacion conducen a cambios patologicos propios de las miopatias. En Colombia el diagnostico se
realiza mediante tincion con hematoxilina-eosina; sin embargo, la informacion brindada sobre algunos
de los cambios del tejido muscular es limitada, por lo que es necesario realizar algunas técnicas de his-
toquimica enzimatica segiin la alteracion. Objetivo: Describir los criterios de tincion de diferentes téc-
nicas histoquimicas en el diagnostico de las miopatins. Materiales y métodos: Se realizo una revision
sistematica mediante la biisqueda de articulos en inglés y espafiol indexados en las bases de ISI Web of
Science, Ovid Medline, PubMed, ScienceDirect y EBSCO. Los descriptores MeSH utilizados fueron:
«histochemistry», «skeletal muscle», «structural and congenital myopathies», «fiber type fast twitch»,
«fiber type slow twitch» y «NADH tetrazolium reductase». Se asociaron a la biisqueda los términos
«clinical application» y «diagnosis». Se seleccionaron los articulos originales, reportes de casos y revi-
siones publicadas entre 1982 y 2014 que aplicaran las técnicas de histoquimica en el diagnéstico de una
miopatia o en la investigacion biomédica. Resultados: Se seleccionaron 64 publicaciones (incluidos
dos libros) que fueron representativos para la redaccion de este manuscrito, el cual fue complementado
con imdagenes de biopsias musculares procesadas en el Laboratorio de Histologia de la Universidad del
Valle, Colombia. Conclusiones: Un protocolo estandarizado con técnicas de histoquimica convencio-
nal y enzimdtica, asociado a los criterios patoldgicos, permite orientar el diagnéstico de las miopatias
oportunamente y a un menor costo respecto a otras técnicas disponibles.

Palabras clave: NAD, miisculo esquelético, distrofias musculares, miosinas, miopatia, inmunohis-
toquimica.

Introduction: The injuries on skeletal muscle that go beyond their capacity to adaptation result in
characteristic pathological changes of the myopathies. In Colombia for their diagnosis is usually used
the hematoxylin-eosin stain, however, the information about many changes in muscle tissue is limited.
That is why it is necessary to carry out certain enzymatic histochemical staining according to each
myopathy. Objective: To describe the different criteria to diagnose myopathies by histochemical tech-
niques. Material and methods: A systematic review was conducted which focused on search of all ar-
ticles written in English and Spanish indexed in ISI Web of Science database, Ovid Medline, PubMed,
ScienceDirect, and EBSCO. The MeSH descriptors used for the search were «histochemistry», «skele-
tal muscle», «structural and congenital myopathies», «fast twitch fiber type», «slow twitch fiber type»,
and «NADH tetrazolium reductase». The terms «clinical application» and «diagnosis» were associated
to the search. All original articles, case reports, and reviews published during 1982-2014, which imple-
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mented histochemical techniques to the diagnosis of myopathy or to biomedical research were included.
Results: From systematic search, 64 publications (including two books) were representative for the
drafting of this manuscript. The article was supplemented with images from muscle biopsies processed
by the Laboratory of Histology, Universidad del Valle, Colombia. Conclusions: Standardization of
protocols of histochemical techniques, together with pathologic criteria, can guide the diagnosis of myo-
pathies in a timely manner and at low-cost compared with other available techniques.

Key words: NAD, skeletal muscle, muscular dystrophies, myosin, myopathy, immunohistochemistry.
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as enfermedades del musculo esquelético en las que la lesiéon superan la capacidad de adap-
Ltacién y regeneracién conducen a los cambios patolégicos propios de una miopatia, como la
fibrosis y el reemplazo de las fibras musculares por tejido adiposo [1,2]. El tejido muscular estria-
do esquelético presenta la asociacién entre los miocitos (fibras musculares), proteinas estructura-
les y tejido conectivo como parte de su constitucién morfolégica, lo que le provee la estabilidad
mecdnica necesaria para ejercer la funcién contrdctil [3,4]. De esta manera, es importante conocer
las caracteristicas histolégicas normales de este tejido para establecer los pardmetros anormales
indicativos de una alteracion tisular propia de una miopatia. El andlisis de las biopsias musculares
evidencia que los patrones microscépicos de alteraciones en el tejido se manifiestan como cambios
en la forma y el tamafio celular, en la proporcién de las fibras, la constitucién del tejido conectivo
y, en algunos casos, la acumulacién intracelular de otros elementos como el glucégeno [5].

Las miopatias son en su mayoria de origen genético y producen en el paciente limitaciones con
incapacidades permanentes que ameritan la intervencién de un equipo multidisciplinario y espe-
cializado, lo que representa un alto costo para el sistema de salud [6]. En los diferentes laboratorios
de Colombia la fijacién con formol y la tincién con hematoxilina-eosina son métodos comdnmente
usados en el estudio de las biopsias musculares, que si bien determinan la calidad del procesa-
miento de la muestra, brindan una informacién limitada sobre muchos de los cambios que ocu-
rren en el tejido muscular; razén por la cual las técnicas de histoquimica enzim4tica habrian de in-
cluirse entre las pruebas rutinarias para el diagnéstico de las miopatias. Por tal razén, es necesario
conocer las técnicas de histoquimica enzimatica indicadas para la identificacién y el diagndstico
diferencial de las miopatfas en los pacientes con signos de enfermedad muscular. En el presente
articulo se reportan los hallazgos de una revisién bibliografica sistemdtica sobre las caracteristicas
de normalidad y anormalidad del tejido muscular estriado esquelético, evidenciadas por medio
de técnicas de histoquimica enzimadtica que son posibles de realizar en nuestro pais y que proveen
herramientas significativas para el diagnéstico de las miopatias.

Materiales y métodos

Buisqueda de la informacion

Se realiz6 una revisién sistemadtica de los articulos indexados en las bases de datos ISI Web
of Science, Ovid Medline, PubMed, ScienceDirect y EBSCO entre los afios 1982 y 2014. La
btisqueda se limité a articulos originales y reportes de caso, en inglés y en espafiol, en los que
una o varias técnicas de histoquimica enzimética se requirieron para establecer el diagndstico
de una miopatia. Ademads, se incluyeron los articulos de revisién que contenian informacién
relevante sobre el procesamiento de las muestras y la investigacién biomédica, y en los que
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se describieron las caracteristicas de determinados mtsculos con base en la histoquimica con-
vencional y enzimadtica. De igual manera, se revisaron libros que describieran los fundamen-
tos de las tinciones histoquimicas seleccionadas en la busqueda.

Los descriptores MeSH utilizados fueron «histochemistry», «skeletal muscle», «structural and
congenital myopathies», «fast twitch fiber type», «slow twitch fiber type» y «NADH tetrazolium re-
ductase». Se asociaron a la bisqueda los términos «clinical application» y «diagnosis». Las publi-
caciones encontradas fueron revisadas y algunas de ellas seleccionadas para la redaccién de
este manuscrito. Para el almacenamiento e inclusién de las referencias bibliograficas se utilizé
el software de acceso libre EndNote Web (Thomson Reuters, Nueva York, Estados Unidos).

Obtencion de las imagenes

Las imdgenes de diferentes casos de biopsias musculares se obtuvieron de muestras procesadas
en el Laboratorio de Histologfa de la Universidad del Valle, Cali, Colombia. De cada una de ellas
se comparte sélo el diagnéstico patolégico debido al caracter confidencial de la informacién. El
software de toma de imédgenes utilizado fue LAS V3.8 (Leica Microsystems, Wetzlar, Alemania)
adaptado a un microscopio de luz Leica DM750 (Leica Microsystems, Wetzlar, Alemania), con
camara digital Leica DFC295 (Leica Microsystems Wetzlar, Alemania).

Resultados y discusion

La buiisqueda mediante los descriptores MeSH seleccionados arrojé un resultado total de 3.595
articulos, distribuidos en: 543 articulos en ScienceDirect, 1.097 en PubMed, 1.930 en OVID Med-
line, 13 en EBSCO'y 12 en ISI Web of Science. Se descartaron 3.531 articulos que hacian referencia
a técnicas de histoquimica aplicadas a otros érganos, como corazén e higado, y los que hacian
énfasis a marcadores de inmunohistoquimica exclusivamente, como fue el caso de la mayoria
de los resultados de la btisqueda. Se revisé y selecciond el texto completo de 64 publicaciones
(incluidos dos libros) que mencionaban las técnicas de histoquimica en el diagndstico de una
miopatia o en la investigacién biomédica, los cuales se seleccionaron y clasificaron por teméticas
para la redaccién de la presente revisién (ver figura 1), en la que se incluy6 la descripcién de los
fundamentos de las tinciones histoquimicas descritas en los libros publicados por Dubowitz y
colaboradores [5] y Garcia del Moral y colaboradores [7], acompariada de imdgenes de biopsias
musculares procesadas por el Laboratorio de Histologfa de la Universidad del Valle.

Constitucion histologica normal
del tejido muscular estriado esquelético

La determinacién de las caracteristicas de normalidad en los tejidos implica tener en cuenta tan-
to el componente celular como la constituciéon de la matriz extracelular que le provee el soporte
estructural y nutricional. Las células que forman el musculo esquelético son conocidas como
miocitos esqueléticos o fibras musculares esqueléticas, las cuales son fusiformes y multinuclea-
das, y se observan cilindricas en el plano longitudinal y ligeramente hexagonales en el plano
transversal; de longitud y didmetro variables segtn el tamafio del mdsculo del cual forman
parte, y conformadas por miofibrillas contréctiles organizadas paralelamente en su sarcoplasma
(citoplasma), cuya unidad funcional son los sarcémeros que contienen los filamentos de actina
contréctiles (ver figura 2) [2].
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Busqueda inicial mediante

descriptores MeSH l

3.595 publicaciones

OVID Medline: 1.930
EBSCO: 13
ISI Web of Science: 12
ScienceDirect: 543
PubMed: 1.097

Revision
64 elegibles 3.531 excluidas
62 articulos y 2 libros relacionados - Articulos relacionados con
con las técnicas de histoquimica técnicas de inmunohistoquimica
enzimatica en el diagndstico de una exclusivamente
miopatia o en la investigacion - Articulos de alteraciones en
biomédica érganos diferentes al musculo
L esquelético
Seleccis -Articulos que no establecian
eleccion criterios morfoldgicos
64 incluidas

Cumplian con el objetivo
establecido para la revision
sistematica

'

Clasificacion

.

Caracteristicas del tejido muscular estriado esquelético y el conectivo intramuscular: 15

Técnicas de histoquimica en investigacion biomédica: 10

Clasificaciény diagndstico de las miopatias: 16 (incluidos 2 libros)

- Tincion de hematoxilina-eosina de rutina para todas las muestras: 2

Tincion NADH-TR para las miopatias miofibrilares y mitocondriales y las distrofias miotdnicas: 4

- Tincion ATPasa de miosina para las distrofias miotdnicas: 2

Tincién tricrémica de Gomori modificada para las miopatias miofibrilares y mitocondriales: 3

Tincién de PAS para las miopatias metabdlicas: 2

- Tincidn con succinato deshidrogenasa/citocromo ¢ oxidasa para miopatias inflamatoriasy
mitocondriales: 4

- Tincién de fosfatasa acida, fosfofructoquinasa y fosforilasa para miopatias metabdlicas: 1

Tincién con aceite rojo de orceina para miopatias metabdlicas: 1

Técnicas complementarias: 4

Figura 1. Flujograma de la revision sistemdtica de la literatura sobre histoquimica enzimadtica en el diagndstico
de miopatfas.

La distrofina es una protefna encargada de unir los filamentos de actina del citoesqueleto a las
glucoproteinas asociadas a la distrofina, entre ellas la distrobrevina, los sarcoglicanos (a, B, y y 8) y las
sintrofinas (a y B1), y al distroglicano (o y B); proteinas que junto al sarcospano forman el complejo
distrofina-glucoproteinas, el cual se encuentra asociado al sarcolema (membrana muscular) y a las
protefnas de la matriz extracelular de la Idmina basal, para proveer estabilidad mecénica a cada fibra
durante la contraccién muscular del musculo esquelético (ver figura 2) [2,8-10].

Actualmente, se considera que otras proteinas del sarcolema, como la caveolina-3 (CAV-3) y la
disferlina (DYSF), se encuentran presentes en la biogénesis de los tibulos transversales o ti-
bulos T (invaginaciones del sarcolema) durante la miogénesis y son importantes en el funcio-
namiento y mantenimiento de este sistema. En algunas miopatias, como la disferlinopatia, se
encuentran alteraciones en el ttibulo transverso con acumulacién de vacuolas subsarcolémi-
cas adyacentes al sistema de ttibulos, que generan respuestas inflamatorias acompariadas de
contracciones lentas [12,13], que al inicio puede enmascararse como una polimiositis [12,14].
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Figura 2. Complejo distrofina-glucoproteina. Se presenta la constitucién molecular del complejo en
funcién de la organizacién del componente miofibrilar, su relacién con la ldmina basal, la matriz ex-
tracelular (endomisio) y los tipos de miopatias que se presentan segtin las alteraciones en determinadas
proteinas del complejo. Tomada y modificada de QIAGEN © 2009, todos los derechos reservados [11].

La matriz extracelular es un componente importante del tejido conectivo intramuscular, constituido
en mayor proporcién por fibras de colageno tipo I, III, IV, V y XII, ademds de fibras elasticas,
glucosaminoglucanos, como el dermatdn sulfato, el hepardn sulfato y el 4cido hialurénico,
proteoglucanos, como la decorina y el agrecano, y glucoproteinas como las lamininas y la
fibronectina; los cuales se encuentran en un recambio constante [15,16]. El equilibro entre la sintesis,
la remodelacién y la degradacién de estos elementos le confieren la capacidad de adaptacién en
respuesta a diferentes estimulos, como la actividad fisica, el envejecimiento o una lesién, para
dar continuidad a la funcién de transmitir la fuerza generada por las fibras musculares a otras
estructuras como los tendones [16,17]. El tejido conectivo que rodea a los miocitos (fibras musculares)
corresponde al endomisio; el que envuelve a los fasciculos musculares (grupos de fibras musculares)
al perimisio y el que se encuentra alrededor del mtisculo en si, al epimisio (ver figura 3) [2].
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Figura 3. Preparados histolégicos de un tejido muscular estriado esquelético en condiciones de normal-
idad con tincién de hematoxilina-eosina. A. Microfotografia adquirida en aumento de 4x, escala de 100
pm. La flecha doble horizontal muestra una regién de fibras musculares en el campo microscépico con
orientaci6én longitudinal. La flecha doble vertical sefiala una regién de fibras musculares con orientacién
transversal. B y C. Microfotograffa adquirida en aumento de 10x, escala de 50 ym. Las lineas punteadas
azul indican la presencia de los fasciculos musculares con orientacién longitudinal (B) y con orientacién
transversal (C), y las flechas negras el perimisio. D y E. Acercamientos de los fasciculos musculares.
Las lineas punteadas verde sefialan los miocitos esqueléticos con orientacién longitudinal (D), nétese
la disposicién paralela de las fibras, y con orientacién transversal (E), obsérvese la forma ligeramente
hexagonal. Las flechas negras sefialan el endomisio. En ambas imégenes (D y E) es posible visualizar los
muiltiples nticleos con tincién baséfila en la periferia de las fibras musculares. No se observa el epimisio.

Scott W. (2001) [18], Vivo J. (2004) [19],
Hebling A. (2006) [20], Carmo-Araujo E.M.
(2007) [21], De Freitas C.E.A. (2009) [22],
CornachioneA.S.(2014)[23] y susrespectivos
colaboradores, utilizando las técnicas de
histoquimica enzimatica, demostraron que
los musculos esqueléticos presentan tres
tipos de fibras (I, IIA y IIB) diferenciadas
seguin su funcién y localizacién. Las fibras
de contraccién rdpida o tipo IIB han sido
relacionadas con el metabolismo glucolitico
y presentan la isoforma IIb de la cadena
pesada de la miosina (MHC, del inglés
myosin heavy chain); las de contraccién
intermedia o tipo IIA con el metabolismo
glucolitico y oxidativo, y la isoforma MHC
IIa; y las de contraccién lenta o tipo I con el
metabolismo oxidativo y la isoforma MHC I
(ver figura 4) [18-22].

Contraccidn lenta,
prolongada, de

Fibras tipo |

menor fuerza,
Oxidativas Resistente a la
fatiga.
Isoforma MHC |
Fosforilacion de

ADP

Fibras tipo lIA

Oxido- Contraccion
glucoliticas intermedia
Isoforma MHC

1A

Contraccion
rapida, corta, de

mavyor fuerza,
Fibras tipo lIB Mayor
k concentracion de
Glucoliticas glucogeno.

Utilizacion inicial
de fosfocreatina.
Produccion de
Acido lactico

Isoforma MHC 1IB

Figura 4. Clasificacion de las fibras musculares.
MHC = cadena pesada de miosina.
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Hebling y colaboradores (2006) [20] y Carmo-Araujo y colaboradores (2007) [21], utilizando la
tincién de la nicotinamida adenina dinucle6tido reducida-tetrazolio reductasa (NADH-TR), al
igual que Lexell y colaboradores (1994) [24] y Soukup y colaboradores (2002) [25], aplicando
la tincién de la enzima adenosina trifosfatasa de miosina (m-ATPasa), determinaron el
predominio de las fibras tipo IIB en diferentes musculos esqueléticos, entre ellos los extensores,
y la prevalencia de las fibras oxidativas en los flexores (ver figura 5). Las muestras de mdsculo
semitendinoso de cerdos procesadas para el estudio histoquimico y analizadas por Grazzioti y
colaboradores (2009) [26], utilizando un software de andlisis de imdgenes, presentaron fibras
musculares con una distribucién en el eje latero-medial, con predominio de las fibras tipo I y tipo
ITA en las regiones mediales, y de las fibras tipo IIB en las regiones mds laterales, lo que permite
considerar que el metabolismo del misculo semitendinoso es principalmente oxidativo.

Figura 5. Distribucién de las fibras de contraccién rdpida, intermedia y lenta en un musculo extensor radial
longo del carpo con tincién de NADH-TR (A) y tincién de m-ATPasa, pH 4,6 (B). Aumento de 10x, escala de 30
pm, con acercamiento a los miocitos. Nétese la predominancia del metabolismo glucolitico y la diferente inten-
sidad de la reacci6n en cada tipo de fibra muscular. O = fibra oxidativa (tipo I), G = fibra glucolitica (tipo IIB), I
= fibra intermedia (tipo IIA), CR = contraccién répida (tipo IIB), CI = contraccién intermedia (tipo IIA) y CL =
contraccién lenta (tipo I). La muestra fue procesada en el Laboratorio de Histologia de la Universidad del Valle,
durante la investigacién sobre histoquimica enzimatica titulada “Evaluacién de musculos esqueléticos someti-
dos a isquemia y reperfusion: andlisis histoquimico y morfométrico” (Universidad del Valle).

Alteraciones y criterios
de clasificacion de las miopatias

Las alteraciones en la ultraestructura de las fibras musculares afectan negativamente la
contraccién y producen enfermedades que se manifiestan como una debilidad muscular
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secundaria a la disminucién en la fuerza contractil que inicia en los musculos distales. En
su mayorfa se presentan por causas inflamatorias, congénitas, metabdélicas, mitocondriales,
distrofias musculares y necrosis. La degeneraciéon progresiva primaria o secundaria conlleva
al reemplazo de las fibras lesionadas por tejido conectivo y adipocitos, lo que ocasiona,
finalmente, la pérdida de la funcionalidad del musculo esquelético [2,27].

La clasificacién de las miopatias debe tener en cuenta si es causada por defectos estructurales,
congénitos, metabdlicos e inflamatorios, entre otros [28]. En las distrofias musculares se
observan cambios degenerativos en las miofibrillas, como aumento del tejido conectivo
en forma de fibrosis intersticial, incremento de la regeneracién de las miofibrillas y de los
miocitos con nucleos centrales [29]. En las miopatias congénitas se encuentran defectuosos los
genes que codifican para las glicosiltransferasas, enzimas que participan de la o-glicosilacién
de las proteinas, entre ellas el alfa-distroglicano. En las miopatias de membrana se encuentran
alteraciones en la estructura de proteinas como la disferlina y el sarcoglicano [8,29]; en las
miopatias inflamatorias se presentan cambios degenerativos, atréficos e hipertréficos de
las fibras, e infiltrados inflamatorios [2]; y, en las miopatias metabdlicas por deficiencia de
enzimas como la fosfofructoquinasa y la lactato deshidrogenasa se presenta acumulacién de
glucdgeno (ver figura 6) [30].

Alteraciones en el miocito esquelético
o en el tejido conectivo asociado,
evidenciados por debilidad muscular

AN

Miopatias congénitasy
de membrana

Miopatias metabdlicas

- Miopatias por depdsito de
carbohidratos
- Miopatias por depdsito de
lipidos

- Desorganizacicn en la triada
muscular {componente funcional
més pequefio de la fibra
muscular que incluye el tabulo T
v el reticulo sarcoplasmico)

- Miopatia nemalinica debida &
mutaciones en proteinas de los
sarcémeros
- Trastornos miotdnicos

- Miopatias mitocondriales
- Miopatias toxicas
- Miopatias endocrinas

Miopatias de origen
genético -distrofias
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-Distrofia muscular del nicleo
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- Distrofia muscular de Duchenne
= Distrofia muscular de Becker,
- Distrofia muscular
fascloescapulohumeral

- Distrofia muscular

oculofaringea

Miopatias inflamatorias
- Polimiositis
- Dermatomiocsitis
- Miositis secundaria a infecciones
- Miositis asociadas a
enfermedades del coldgeno

Figura 6. Esquema de la clasificacion de las miopatias.

El diagnoéstico diferencial de las miopatias depende de la edad de aparicion, el patrén hereditario,
el curso de la enfermedad y la distribucién de la debilidad muscular en el paciente [31]. La electro-
miograffa y la biopsia muscular ayudan a la confirmacién del diagnéstico [28,32,33]; los exdmenes
sanguineos de creatina quinasa son de gran utilidad [28], ademds de las pruebas de funcién tiroidea
y electrolitos séricos, especialmente en los casos de pardlisis periddicas [28,32,33]. El trabajo interdis-
ciplinario para la correlacién de los exdmenes clinicos y paraclinicos, incluida la biopsia muscular
para el estudio histoldgico, es fundamental para establecer el diagndstico médico.
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Reacciones histoquimicas
aplicadas al diagnostico de las miopatias

La importancia de las técnicas histoquimicas enzimaticas para el estudio de las biopsias mus-
culares se resume en cuatro aspectos: i) demuestran la naturaleza no uniforme del mdsculo,
sefialando las caracteristicas bioquimicas de un tipo especifico de fibra y su rol en el desarrollo
de los procesos patoldgicos; ii) detectan la ausencia de la actividad de una enzima especifica;
iii) revelan el exceso de un sustrato determinado secundario a una alteracién enzimaética; y,
iv) muestran los cambios estructurales en las fibras musculares que no son evidentes con las
tinciones no enziméticas utilizadas de rutina [34].

La obtencién de una muestra de musculo para biopsia adecuada es el aspecto mds relevante
para lograr resultados histoquimicos apreciables [35]. Para esto, el espécimen debe tomarse
de una regién en la que se observe la mayor proporcién de fibras musculares conservadas
posibles, que ayuden a determinar la calidad del procesamiento de la muestra y la aplicacién
correcta de los reactivos de tincién, y de esta manera, al diagnéstico adecuado por parte del
médico pat6logo. Ademds, debe evitarse obtener la muestra de un sitio en el que se hayan rea-
lizado electromiografias y punciones, o haya sido sometido a trauma. En el caso de las perso-
nas con un cuadro crénico de miopatia, con pérdida progresiva de la movilidad, es necesario
realizar una evaluacién imaginolégica previa para seleccionar los posibles sitios en los que
puedan encontrarse fibras musculares conservadas para extraer la fracciéon de estudio [28].

La muestra obtenida de musculo debe secarse, colocarse en un recipiente seco y transportarse
en nevera portatil al laboratorio en un periodo inferior a una hora; tiempo en el cual debe
realizarse la fijacion y la inclusién por congelaciéon a -80 °C, disponiendo las fibras en una
orientacién transversal. Posteriormente, se realizan cortes finos de 8 ym a 10 ym de grosor y se
someten a las tinciones histoquimicas convencionales y a las enzimaticas [36]. La fijacién con
formol o similares altera la composicién enzimadtica de las fibras, que en el caso de tinciones
como la citocromo C oxidasa puede producir resultados negativos, por lo que no se recomien-
da su uso en este tipo de biopsias [5].

Un buen estudio histoquimico implica el adecuado procedimiento de preparacién histolégica
que inicia con la biopsia muscular, la cual estd indicada como procedimiento paraclinico en el
diagnéstico de las distrofias musculares, las polimiositis, las miopatfas mitocondriales, inflama-
torias, congénitas, metabdlicas o por toxicidad a medicamentos, la rabdomidlisis, la distrofia
muscular neurogénica y en los nifios hipoténicos; continda con la tincién de las muestras pro-
cesadas y finaliza con la realizacion del diagndstico por parte del médico especialista [37,38].

Las tinciones de histoquimica convencionales corresponden a la hematoxilina-eosina y la
tricrémica de Gomori modificada, entre las secundarias o especiales se encuentra el dcido
peryédico de Schiff (PAS) modificado y las enziméticas incluyen la NADH-TR, la ATPasa de
miosina a pH bésico de 9,4 a 10,5 y la ATPasa de miosina a pH 4cido de 4,3 a 4,6. Ademas,
se aplican las reacciones con la enzima citocromo C oxidasa, especifica para las miopatias
mitocondriales, y la succinato deshidrogenasa (SDH), la cual ademds de tener un patrén de
tincién similar a la NADH-TR es sensible a la proliferacién mitocondrial. Cada tincién aporta
informacién relevante para la caracterizaciéon de las miopatias y, por ende, se recomienda
seleccionar las tinciones y pruebas suficientes que ayuden a la confirmacién del diagnéstico
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[28,37,39]. Weidenheim K.M. (2014) [40] y Siepmann y colaboradores (2013) [41] describen
varias tinciones tanto de histoquimica convencional como enzimdtica; ademds, de algunas
pruebas de inmunohistoquimica ttiles en el diagndstico de algunos trastornos del mtisculo
esquelético. En la tabla 1 se resumen las caracteristicas que cada técnica de histoquimica per-
mite establecer en el estudio del tejido muscular.

Tabla 1. Tinciones histoquimicas y propiedades tisulares que evidencian

Reaccion Caracteristicas

s . Identifica la estructura de las fibras, tamafio y contorno, posiciéon

Hematoxilina-eosina , . . . . . .

de los nticleos, presencia de infiltrados inflamatorios y fibrosis
s . e Identifica la estructura anormal, cambios en el tejido conectivo,

Tricrémica de Gomori modificada ¥ . L.

fibras rojas rasgadas y cuerpos nemalinicos

- Distribucién de las fibras segtn el tipo de contraccién, incluso

ATPasa de miosina (m-ATPasa) X g p

en aquellas con atrofia selectiva
Diferencia las fibras segtin el tipo de metabolismo e identifica

NADH-TR agregados tubulares y mitocondriales

PAS modificado Distingue las fibras segtin su contenido de glucégeno

Diferencia entre el tipo de fibras, identifica las fibras con acu-
Succinato deshidrogenasa (SDH) mulacién mitocondrial anormal. Util en la caracterizacion de las

miopatfas mitocondriales

Diferencia entre el tipo de fibras, identifica las fibras con acu-
Citocromo C oxidasa mulacién mitocondrial anormal y con carencia de actividad

enzimadtica. Especifica de miopatfas mitocondriales

Aceita rojo de orceina Identifica la presencia de lipidos intracelulares

Fosfatasa acida Identifica fibras necréticas

Identifican la presencia de glucégeno intracelular y alteraciones

Fosfofructoquinasa y miofosforilasa .
en la glucogénesis

Tomado y modificado de [28], [34] y [39]

Enla tabla 2 se describen las caracteristicas de las técnicas de histoquimica enzimdtica descri-
tas en los estudios incluidos en la revision bibliogréfica sistematica sobre la histoquimica en el
diagnostico y la investigacion clinica de las miopatfas.

La hematoxilina-eosina es la tincién de rutina mds utilizada para la identificacién de las estruc-
turas que forman parte del tejido a estudiar, la localizacién de las células mediante la coloracién
de sus ntcleos y la distribucién de los tejidos fundamentales tanto con fines académicos como
clinicos. El método supone la aplicacién del colorante hematoxilina, el cual al ser una sustancia
catiénica o bésica tifie en tonos azul y purpura las estructuras dcidas (baséfilas), como los ni-
cleos celulares; y el uso de la eosina que gracias a su naturaleza aniénica o dcida tifie en tonos de
color rosa los componentes bdsicos (acidéfilos), como las fibras musculares y el tejido conectivo
[5,7]. Esta tincién hace parte de las técnicas de confirmacién del diagndstico de miopatias, debi-
do a que permite determinar la estructura general del tejido muscular, el tamafio, el contorno y
el didmetro de las fibras musculares y la presencia de infiltrado inflamatorio [37].
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Tabla 2. Hallazgos de la histoquimica en los estudios incluidos en la revision bibliografica sistematica

Técnica complemen-

Tinciones Zslglod(ii: Miopatia taria (estandar de Diagnostico diferencial | Resultados Ref.
comparacion)
Aceite rojo de orceina, | Reportede Acumulaciéon Microscopia electrénica | Miopatia Fibras vacuoladas con aumento de | [42]
NADH-TR, hematoxilina- | caso neutral de lipi- y secuenciacién del gen | mitocondrial vesiculas lipidicas citoplasmaticas
eosina, citocromo C oxi- dos con miopatia | PNPLA2 con hematoxilina-eosina y aceite rojo
dasa, succinato deshidro- de orcefna
genasa Confirmacién por microscopia
electrénica
Enzimas de la cadena respiratoria
normales
Hematoxilina-eosina Revisién en | Polimiositis Inmunohistoquimica Enfermedades neurogé- | gj 859 de los casos diagnosticados [14]
polimiositis positivo MHC1, anti- nicas, miopatias meta- | . ediante histopatologfa convencional
aminoacil-tARN sintasa | bélicas, por exposicién
miotéxica, enfermedades | El 15% son falsos positivos, preve-
endocrinas e infecciones | nibles mediante una buena historia
clinica
H.em/at(‘)xilina-eosina., Prospectivo Oftalmopl.ejia Se.cuenciac.i(’)n del ADN | Causa neuropética El 75% diagnosticados mediante [43]
tricrémica de quorl, (mayo 2005- ex'terna mitocon- | mitocondrial y tARN histoquimica convencional
ATPasa pH 9,4, citocro- | noviembre drial
mo C oxidasa -succina- | 2007) El 25% falsos negativos. Se requiere
to deshidrogenasa, PAS, complementar con estudios molecu-
NADH-TR lares. La causa neuropdtica puede no
evidenciar la alteracién mitocondrial.
Citocromo C oxidasa -succinato des-
hidrogenasa prueba mads sensible de
la enfermedad miopdtica mitocondrial
PAS Cohorte Miopatia por Secuenciacién gen GYGI, El 40% de las fibras musculares PAS | [44]
glucogenosis microscopia electrénica e positivas, compatible con acumula-
inmunohistoquimica para cién de cuerpos de poliglucosanos.
desmina y ubiquitina . 3
Deficiencia de la proteina
glicogenina-1, importante en la
actividad de la glucégeno sintasa
Citocromo C oxidasa- | Cohorte Miopatia Delecién de los genes L. e [45]
succinato deshidrogenasa mitocondrial MT-CO y evaluacién de Correlacién elevada entre el anilisis

heteroplasmia en el ADN
mitocondrial

molecular y la deficiencia en la
funcién de la citocromo C oxidasa

mbojsiy .

BOI)EWId)SIS UQISIAY :serjedorur ap 0di3squderp [9 U LIRWIZUD BITUL




"¥10C ‘01-6 SOIWNN ‘0T USWN[OA | 0140LvHO08YT] 8 YNIDIGIN

Hematoxilina-eosina, | Cohorte Miopatia Northern blot para tARN No todos los casos presentaron el [46]
tricrémica de Gomori, mitocondrial mismo patrén de deficiencia de
citocromo C oxidasa- citocromo C oxidasa, lo cual se
succinato deshidrogenasa atribuye a las diferentes mutaciones
del tARN y la heteroplasmia en el
ADN mitocondrial
Hematoxilina-eosina, | Cohorte Sindrome de Microscopia electrénica Positivo para aceite rojo de orcefna y [47]
tricrémica de Gomori, aceite Leigh y secuenciacién del gen citocromo C oxidasa
rojo de orceina, fosfatasa SURF1 X N X
4cida, ATPasa pH 4,3, 4,6 Aus_enc’la Qe fibras rojas Fasgadas con
y 9,4, citocromo C oxidasa- la tricrémica de Gomori
succinato deshidrogenasa, Reaccién positiva a la succinato
NADH-TR deshidrogenasa o la NADH-TR,
excepto en un caso. Estos hallazgos
dependen de la mutacién
La reaccién de la citocromo C oxidasa
debe ser parte del diagnéstico
PAS, miofosforilasa, Revisién en | Miopatias por Microscopia electrénica | Enfermedad hepitica, & 34 [30]
. . 2 Y " ; - Defectos enziméticos y acumulacion
fosfofructoquinasa, glucogenosis | acumulacién de | y mutacién en la enzima | mioglobinuria . o
A p - 7 eyt de vacuolas citoplasmaticas
fosfatasa dcida glucégeno correspondiente relacionada al ejercicio,
offiE Se sugiere correlacionar con estudios
bioquimicos y de laboratorio
Tricrémica de Gomori Revisién Miopatia Microscopia electrénica Los cuerpos nemalinicos son [48]
nemalinica y y mutacién en el gen de patognomonicos.
miotubular miotubularina-1
Debe complementarse conlaNADH-TR
La alteracién ultraestructural
confirma el diagnéstico
Hematoxilina-eosina, PAS | Cohorte Enfermedad de Microscopia electrénica En esta alteracién la biopsia [49]
Pompe e inmunofluorescencia muscular es cuestionada; sin

embargo, demuestra ser una buena
herramienta, pues permite identificar
el dafio muscular por autofagia
y acumulacién de inclusiones de
lipofuscina

Se sugiere complementar con otras
técnicas
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En las miopatias miotubulares la tincién de hematoxilina-eosina permite observar los nticleos
con localizacién central que asemejan los miotubos durante la diferenciacién celular en la eta-
pa embrionaria [48]. En las miopatias inflamatorias, como las polimiositis, se observan infil-
trados de células linfocitarias en el tejido conectivo; ademds, es posible visualizar las fibras en
regeneracion y las fibras necréticas [14]. En la distrofia muscular de Duchenne algunas fibras
se observan mds grandes, necréticas y con invasién macrofagocitaria; y otras se encuentran
granulares y con un nucléolo prominente, indicativo de regeneracién, y con el endomisio
fibrético con aumento del espacio que ocupa [5]. La figura 7 evidencia una miopatia por des-

proporcién congénita de fibras.

Figura 7. Mtsculo cuddriceps izquierdo con tincién hematoxilina-eosina diagnosticado con miopatia por
desproporcién congénita de fibras. Aumento 40x; escala de 30 yum (A) y aumento 10x; escala de 100 um
(B). En A se evidencian tamafios variables en los miocitos con aumento en el tejido conectivo (flecha do-
ble) y en B desorganizacién del patrén normal de los fasciculos musculares.

La tincién tricrémica de Gomori modificada permite identificar claramente el endomisio, el
perimisio y el epimisio de color verde, debido a la reaccién con la matriz extracelular intra-
muscular; los miocitos esqueléticos en color verde azul, y los nticleos y los acamulos mitocon-
driales anormales en tonos rojizos o ptrpura [5]. Las fibras rojas rasgadas, correspondientes a
las fibras musculares con acumulacién de mitocondrias tefiidas de color rojizo y comtnmente
encontradas en las miopatfas mitocondriales, se observan ademds con bordes irregulares y
deshilachados [50]. Los cuerpos nemalinicos, comtinmente identificados en la miopatia con-
génita nemalinica, las distrofias musculares y las miopatfas inflamatorias, se evidencian como
filamentos contractiles desordenados y barras de color rojizo, localizados en el subsarcolema
y cercanos a los nucleos (ver figura 8) [5].

Por su parte, los fragmentos de tejido en parafina permiten realizar el andlisis histolégico
convencional con hematoxilina-eosina, por ejemplo, para el estudio de las miopatias inflama-
torias, o de inmunohistoquimica para las distrofinopatias. Ademds, permite la evaluacién de
la matriz extracelular mediante tinciones especiales como la tricrémica de Masson, en la que
el contraste dado por los reactivos verde azul o azul de anilina hacen evidente la fibrosis y la
infiltracién grasa. Para esta tincién se realiza el marcaje con un colorante dcido como el escar-
lata de Biebrich, que se une a los componentes bésicos como el citoplasma de los miocitos y las
fibras de coldgeno, y, posteriormente, se adicionan los dcidos fosfottingstico y fosfomolibdico,
que se unen a dichos componentes e inducen que el marcaje rojo difunda fuera de las fibras
de coldgeno, permitiendo que el reactivo verde azul o el azul de anilina se adhiera marcéndo-
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las de este color, pero no del citoplasma de los miocitos, el cual retiene la coloracién roja. La
tincién tricrémica de Gomori no genera este efecto, razén por la cual no es pertinente para las
muestras incluidas en parafina [5,7].

Figura 8. Musculo cuddriceps izquierdo con tincién tricrémica de Gomori modificada (A) y tincién de hematoxi-
lina-eosina (B) diagnosticado con distrofia muscular. Aumento de 10x, escala de 100 ym. Obsérvese en A la atro-
fia muscular, el aumento en la proporcién del tejido conectivo (flecha doble amarilla), las coloraciones azul-ro-
jizas subsarcolémicas (flechas blancas) y las fibras coldgenas gruesas y desordenadas en contraste verde (flechas
negras). Nétese en B el aumento en el espacio ocupado por el tejido conectivo, correspondiente al endomisio y el
perimisio (flecha doble amarilla), la atrofia muscular y las formas irregulares de las fibras.

La NADH-TR es una enzima oxidorreductasa presente en las mitocondrias de las fibras del
musculo esquelético. La tincién histoquimica emplea una sal de tetrazolio soluble e incolora
(usualmente nitroazul de tetrazolio) que es reducida por la enzima a formazanos insolubles
de color intenso (azul) en las fibras musculares, especificamente en el sitio de la actividad [5].
Las fibras tipo I se observan con una coloracién mds intensa respecto a las fibras tipo II, debido
a que poseen mayor proporcion de mitocondrias y, por tanto, una reaccién oxidativa superior
(ver figura 5) [5,7,20,22,51]. Las miofibrillas se observan generalmente de color azul, lo que
deja al descubierto la zona anormal del core central o periférico, que carece de mitocondrias,
y de esta manera, de actividad enzimdtica oxidativa (ver figura 9), caracteristica de algunas
miopatias miofibrilares y congénitas [52,53]; asi como los cuerpos hialinos (dreas focales
granulares) negativos para la enzima y las hebras sarcopldsmicas radiales, observadas como
lineas que se irradian desde el centro de las fibras musculares y generalmente de tincién mads
intensa; ambos frecuentemente encontrados en algunas miopatias congénitas [53].

Figura 9. Musculo cuddriceps derecho con tincién hematoxilina-eosina (A) y NADH-TR (B) diagnosticado con
miopatia mitocondrial. Aumento 40x, escala de 30 pm. Obsérvese en A atrofia muscular (circulos) e infiltracién
celular. Nétese en B la presencia del core central o periférico (flechas amarillas) con predominio de fibras tipo 1.
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La ATPasa de miosina es una enzima activada por calcio, que hidroliza el ATP para formar ADP
y fosfato, y que produce contraccién muscular por la interaccién con los filamentos de actina. El
método para la localizacién de la actividad de la enzima en las fibras musculares se basa en la aso-
ciacién del fosfato liberado al calcio proporcionado por una solucién de cloruro de calcio; el inter-
cambio del calcio por cobalto proveniente de una solucién de cloruro de cobalto; y a la formacién
del precipitado negro de sulfuro de cobalto al afiadir una solucién de sulfuro de amonio [5]. La
actividad de la ATPasa de miosina permite diferenciar entre las fibras musculares de contraccién
rdpida y las de contraccion lenta, de acuerdo con la forma en que cada una de ellas reacciona a la
pre-incubacion de la enzima en medio dcido (pH 4,6) o alcalino (pH 9,4) [5,51].

Con base en la reaccién de la ATPasa de miosina, las fibras musculares se pueden clasificar
en dos grupos: i) las dcido-estable / alcalino-débil, correspondientes a las fibras de contraccién
lenta o tipo I, las cuales a pH de 9,4 se observan pélidas por la poca reactividad de la enzima
a este pH, y a un pH de 4,6 se observan oscuras; y, ii) las dcido-débil / alcalino-estable, corres-
pondientes a las fibras de contraccién rdpida o tipo II, las cuales a pH alcalino se tifien oscuras
debido a que hidrolizan el ATP més rdpido que las de contraccién lenta (tipo I), y a pH dcido
se visualizan pdlidas [5,51]. Ademads, la reaccién permite subclasificar las fibras tipo II en ITA
y 1IB segtin la actividad de la ATPasa de miosina a diferentes valores de pH 4cido, la cual se
torna negativa con mayor rapidez en las fibras tipo IIA al aumentar el grado de acidez del
medio de pre-incubacién (ver figura 10) [51]. Un cuarto grupo de fibras, las tipo IIC, ha sido
descrito durante el desarrollo embrionario y la etapa neonatal, las cuales son reemplazadas
por las fibras tipo I, IIA y IIB durante el desarrollo postnatal [51,54].

Figura 10. Mtsculo cuddriceps izquierdo con tincién de m-ATPasa. Aumento de 10x; escala de 100 ym. A. Reaccién a
pH 9,4. Obsérvese las fibras tipo IIB o de contraccion rdpida (flecha verde) con reaccién mds intensa que las tipo ITA
(flecha violeta) y las tipo I (flecha roja). B. Reaccién a pH 4,6. Nétese las fibras tipo I (flecha roja) con mayor reaccién
que las tipo IIB (flecha verde) y las tipo IIA (flecha violeta). C. Reaccién a pH 4,3. Obsérvese que las fibras tipo I (flecha
roja) contintian reaccionando con mayor intensidad que las tipo IIB (flecha verde) y las tipo IIA (flecha violeta).

La succinato deshidrogenasa (SDH) es una enzima localizada en la membrana interna mitocon-
drial, cuyo principio de tincién histoquimica es igual a la NADH-TR, mediante la reduccién de la
sal nitroazul de tetrazolio a formazanos de color azul, que marca la actividad enzimatica de cada
tipo de fibra. De esta manera, las fibras oxidativas (tipo I) se observan con mayor intensidad de
reaccién respecto a las fibras intermedias (tipo ITA) y las glucoliticas (tipo IIB) [5]. Esta técnica es
mds especifica de las miopatfas mitocondriales debido a que las fibras anormales producen una
reaccién débil e irregular o no la presentan [55]. La técnica combinatoria de la tincién de la succi-
nato deshidrogenasa y de la enzima citocromo C oxidasa (COX-SDH) permite identificar en color
azul las fibras anormales que carecen de la actividad de la citocromo C oxidasa, pero conservan la
actividad de la succinato deshidrogenasa, mientras que las fibras normales se observan de color
café debido a la oxidacién del reactivo de diaminobencidina por la citocromo C oxidasa [5]. Este
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hallazgo permite confirmar el diagndstico de la enfermedad mitocondrial por deficiencia del
complejo IV de la cadena respiratoria [43].

En las distrofias miotdnicas, utilizando la tincién de la ATPasa de miosina, se observa atrofia
de las fibras musculares con predominio de fibras tipo I de menor tamafio que las fibras tipo
II; ademds, se encuentran dreas de diferente tamafio carentes del marcaje de la NADH-TR (ver
figura 11). En las miopatias congénitas, usando la tincién de la succinato deshidrogenasa, se
evidencia la variacién en el tamafio de la fibra, la homogeneidad en el tipo de fibra observada,
numerosas zonas claras y redondeadas en el centro de las fibras, denominadas cuerpos cen-
trales (del inglés central core) [53], y halos de coloracién mds intensa rodeando la lesion central,
principalmente en las fibras tipo I [55]. De acuerdo con Larsson y Oldfors (2001) [50], la causa
primaria de la miopatia mitocondrial son las mutaciones en el ADN mitocondrial o nuclear,
las cuales pueden llevar a alteraciones de alguno de los complejos enzimaticos de la cadena
respiratoria. Ademds, describen que las neuropatias periféricas con atrofia muscular neurogé-
nica son la causa secundaria de este tipo de miopatia. Las manifestaciones clinicas comunes
que permiten sospechar la presencia de una miopatia mitocondrial son la ptosis palpebral y la
oftalmoplejia externa progresiva, que llevan a la parélisis completa de los mtsculos extraocu-
lares, y la debilidad muscular asociada con rabdomiélisis y mioglobinuria [50].

Tricromica de Gomori
Hematoxilina-Eosina modificada

Figura 11. Musculo cuddriceps izquierdo con cambios compatibles con distrofia muscular. A. Aumento de
40x, escala de 30 um y B. Aumento de 20x; escala de 25 pm. Nétese el reemplazo de las fibras musculares
por tejido conectivo y tejido adiposo, asf como el predominio oxidativo o de fibras tipo I en las tinciones
de histoquimica enzimdtica NADH-TR y m-ATPasa pH 9,4).

La deficiencia del complejo I (NADH deshidrogenasa) de la cadena respiratoria, comtinmente
causada por mutaciones en el ADN mitocondrial, cursa con un incremento en la produccién de
especies reactivas de oxigeno (ROS), que junto con los defectos en el complejo III (citocromo C re-
ductasa) conducen a una lesién mitocondrial continua [56]. Wani y colaboradores (2008) [56] dem-
ostraron que la presencia de especies reactivas de oxigeno, en las lineas de células linfoblasticas
derivadas de pacientes con deficiencia del complejo I, genera como mecanismo de compensacién
la elevacion de los niveles y de la actividad de la super6xido dismutasa (SOD), y de la expresién
de otras enzimas antioxidantes para evitar el dafio causado por el estrés oxidativo; sin embargo,
esta respuesta no ocurre en todos los tipos celulares. En los pacientes con defectos en el complejo
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I se presentan encefalomiopatfas con pérdida progresiva de la visién, debilidad muscular, movi-
mientos oculares anormales y retraso en el desarrollo motor, entre otras caracteristicas clinicas que
dependen del tipo de mutacién presentada en el ADN mitocondrial [56].

Las fibras rojas rasgadas, observadas comtinmente con la tincién tricrémica de Gomori y carac-
terfsticas de las miopatias mitocondriales, ademads de la acumulacién mitocondrial subsarcole-
mal, presentan en su mayorfa una actividad reducida del complejo IV (citocromo c oxidasa) de
la cadena respiratoria, pero una alta actividad del complejo II (succinato deshidrogenasa) [57],
lo que se evidencia mediante la coloracién azul que adquieren estas fibras al utilizar la histoqui-
mica enzimadtica dual secuencial citocromo C oxidasa/succinato deshidrogenasa [46]. Blakely
y colaboradores (2013) [46] utilizaron esta doble tincién para marcar las biopsias de musculo
esquelético de pacientes con enfermedad mitocondrial debida a mutaciones puntuales en el
ARN de transferencia mitocondrial. Especificamente, en los pacientes con la mutacién T14709C,
relacionada con la disminucién simultdnea de la actividad enzimatica de los complejos I y IV,
la miopatia mitocondrial puede cursar con cardiomiopatia, diabetes o neuropatia axonal [58].

La técnica de histoquimica enzimdtica dual secuencial citocromo C oxidasa/succinato des-
hidrogenasa también permite determinar la densidad de las fibras con deficiencia de la cito-
cromo C oxidasa, la cual, segin Grady y colaboradores (2014) [45], utilizando un modelo de
regresion lineal multiple, se correlaciona significativamente con las deleciones del ADN mi-
tocondrial y de los genes mitocondriales que codifican para la citocromo C oxidasa (MT-CO)
(R? = 0,43). Siepmann y colaboradores (2013) [41] definieron la polimiositis con alteraciones
mitocondriales como la enfermedad en la que se evidencian sintomas clinicos de miositis por
cuerpos de inclusién y hallazgos histolégicos de polimiositis, con infiltracién linfocitaria de
las fibras musculares; ademads, el aumento de las fibras musculares con actividad deficiente
de la citocromo C oxidasa y con actividad o no de la succinato deshidrogenasa, marcadas con
la doble tincién enzimaética. Por su parte, Sundaram y colaboradores (2011) [43] indican que la
doble tincién identifica mejor las fibras anormales en el diagndstico de la oftalmoplejia exter-
na progresiva crénica (CPEO) de origen mitocondrial.

La reaccién del dcido peryédico de Schiff
(PAS) es util para demostrar la presencia
de glucégeno en el sarcoplasma (citoplas-
ma), principalmente en las enfermedades
producidas por su acumulacién. El éxito
de esta tincién depende de la oxidacién de
los grupos glicol por el dcido periédico en
grupos aldehidos, los cuales reaccionan
con el reactivo de Schiff (fucsina-dcido
sulfuroso), produciendo una coloracién
rosa y muestra un patrén tipico segtn el

tipo de fibra. De esta manera, las fibras

Figura 12. Mtsculo cuédriceps izquierdo con tincién de PAS.
Aumento 40x, escala de 25 um. El recuadro indica las acumu-
de glucégeno en el interior de las fibras lacionesintracelulares de gluc6geno en un miocito esquelético.

tipo II y las vacuolas con alto contenido

anormales adquieren una tincién rosa in-
tensa, mientras que las fibras tipo I se observan de color rosa pélido. Ademads, esta técnica
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destaca la red intermiofibrilar y la posicién del nticleo [5]. Malfatti y colaboradores (2014) [44]
describieron una nueva variacién de miopatfa por acumulacién de glucégeno asociada a la
deficiencia del gen glucogenina-1 (GYGI) en pacientes que presentaban signos de enferme-
dad muscular sin cardiomiopatfa, 30% al 40% de fibras musculares marcadas con PAS con
acumulacién anormal de glucégeno (ver figura 12) y variantes deletéreas del gen GYGI.

Otras tinciones histoquimicas

La reaccién con aceite rojo de orceina (ORO, del inglés oil red O) marca de color rojo los lipidos
neutros, por lo que es de utilidad en la deteccién de las miopatias por almacenamiento de
lipidos. La acumulacién intracelular de lipidos se observa como gotas o puntos rojos de
diferentes tamafios que ocupan la mayor parte de la fibra muscular y que se encuentran
mds abundantes en las fibras tipo I que en las tipo II [34]. Tavian y colaboradores (2013)
[42] reportaron el caso de un hombre de 79 afios con historia de debilidad muscular
progresiva en los brazos, en el que la muestra muscular marcada con aceite rojo de
orceina revel6 la presencia de fibras vacuolares con gotas de lipidos que aumentaron
progresivamente, las cuales fueron confirmadas por microscopia electrénica, sin hallazgos
de alteracién mitocondrial, y que junto con el andlisis genético confirmaron el diagnéstico
de una miopatia con acumulacién de lipidos. Feeney y colaboradores (2014) [49] analizaron
biopsias musculares de pacientes con la enfermedad de Pompe, una miopatia metabdlica
con alteracién de la a-glucosidasa dcida, en la que se produce acumulacién de glucégeno en
los lisosomas e inclusiones de lipofuscina en el musculo esquelético que son positivas para
el aceite rojo de orceina.

Por su parte, las tinciones de la actividad de la miofosforilasa, enzima involucrada en la
degradacién de glucégeno en el misculo, y de la fosfofructoquinasa, enzima reguladora de
la glucolisis, son ttiles en el diagnéstico de las miopatias metabdlicas [59]. En las miopatias
inflamatorias, ademds de las lesiones del endomisio y el perimisio, la atrofia perifascicular,
la infiltracién celular mononuclear y las regiones necréticas y de regeneracion [39,60], en
algunas ocasiones se observan depdsitos intracelulares tanto con las tinciones de rutina
como con otras tinciones complementarias, entre ellas el rojo congo, que marca los depdsi-
tos amiloides patolégicos [28,31], el aceite rojo de orceina, que tifie los depdsitos de lipidos,
y la enzima lisosomal fosfatasa dcida, que indica los focos de degeneracién y necrosis en las
fibras musculares [28].

Técnicas no histoquimicas complementarias

Para el diagnéstico de las miopatias, ademds de las técnicas histoquimicas ya mencionadas,
se encuentran disponibles técnicas moleculares, inmunohistoquimicas y de inmunofluores-
cencia, las cuales permiten evidenciar la alteracién en una proteina especifica, teniendo como
ventaja el uso de anticuerpos monoclonales altamente especificos de los componentes de la
membrana basal o el plasmalema. En el caso del diagnéstico de las miopatias congénitas se
recomienda utilizar las técnicas de histoquimica convencional y enzimdtica complementadas
con el uso de anticuerpos especificos para componentes del sarcolema, el sarcoplasma o la
matriz extracelular [61,62].
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Por su parte, la microscopia electrénica permite determinar alteraciones en las miofibrillas
y la ultraestructura de las organelas, como la acumulacién de mitocondrias con crestas
desordenadas o de aspecto tubular, o con inclusiones en la matriz mitocondrial [41,47,50,63],
la presencia de vacuolas lipidicas en el sarcoplasma [42], el almacenamiento granular
de glucégeno [44], la ruptura de la membrana plasmadtica [12] y la presencia de infiltrado
mononuclear [41], entre otros. Esta técnica, aunque costosa, provee informacién ttil y estd
indicada en los casos que realmente la requieran, como el diagnéstico de las miopatfas
mitocondriales [41,47,50,63], con acumulacién lipidica [42] y con acumulacién de glucégeno
[44]. Goebel y colaboradores (2013) [64] indican que la microscopia electrénica es ttil en el
diagnéstico de las miopatfas metabdlicas, congénitas e inflamatorias, pero es poco informativa
en los casos de distrofias musculares, neurogénicas y mioténicas.

La microscopia confocal es otra técnica que se encuentra en auge y ha sido aplicada para la de-
teccién de cuerpos de inclusién en miopatfas metabdlicas, utilizando fluoréforos especificos
o mediante la determinacién de la autofluorescencia de los componentes tisulares o celulares
presentes en la muestra [49]. Este es un método atin mds costoso que los anteriores; sin embar-
go, es una de las mayores perspectivas a futuro en la investigacién biomédica y clinica, debido
a su gran utilidad en la orientacién de los diagnésticos médicos en general.

Conclusiones

Las alteraciones miopaticas afectan negativamente el equilibrio entre el estimulo y el pro-
ceso de adaptacién muscular, y se manifiestan con alteracién primaria o secundaria de las
fibras musculares, por lo que su diagnéstico y tratamiento requieren de la correlacién clinica,
paraclinica y el trabajo interdisciplinario. La evidencia clinica y de investigacién en el tema
demuestra que las técnicas de histoquimica convencionales y enzimaticas, si bien, por si solas
no constituyen el diagnéstico de una miopatia, algunas de ellas manifiestan las caracteristicas
propias de la alteracién del tejido en determinadas enfermedades musculares, las cuales se
correlacionan con los hallazgos obtenidos con las técnicas moleculares, genéticas, entre otras.

Las técnicas de histoquimica enzimdtica permiten evidenciar cambios que ocurren en el tejido
muscular, que no es posible visualizar con las técnicas convencionales, por lo tanto, su indi-
cacién mediante biopsia muscular puede constituir una herramienta valiosa de la evaluacién
histopatolégica. Esto es posible siempre y cuando, se siga el protocolo establecido para el ma-
nejo de la muestra asi como para el procesamiento en el laboratorio de histotecnologia. De esta
manera, el uso de un protocolo estandarizado con técnicas de histoquimica convencional y en-
zimadtica, asociado a los criterios patolégicos que se evidencian, permite realizar un diagnéstico
especifico y oportuno de las miopatias, a un costo que puede ser mds bajo en comparacién con
otras técnicas de laboratorio.
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