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Resumen.—Se estudié un caso de miositis osificante progresiva en una nifia de 13 afios, a la
cual se le tom6 una muestra de musculo gastronecmio lateral, aparentemente no afectado, en
el curso de una intervenciéon quirdrgica ortopédica. La muestra se procesd mediante métodos
histoldgicos, histoquimicos, bioquimicos, inmunocitoquimicos y ultraestructurales. Se encontré
un predominio de fibras musculares tipo | (83%) con alta capacidad oxidativa y baja capacidad
glicolitica. Las fibras del tipo Il eran pequefias (area promedio 2.084 Um?) y mostraron otros
signos de atrofia al examen ultraestructural. La densidad capilar fue relativamente alta, (573)
siendo normal el indice capilar/fibra (1,76). Sin embargo, algunos capilares se mostraron en-
grosados y con la luz ocluida, con la tincion de amilasa-PAS, lo cual fue corroborado con la
microscopia electrénica, donde se vio la membrana basal engrosada, e inclusive algunos ca-
pilares totalmente degenerados. No se encontrd reaccion de inmunofluorescencia con las
globulinas anti-lgG ni anti-IgM en los cortes de musculo. El espacio intersticial se encontré
agrandado. Se concluye que no hay evidencias de la participacion de un mecanismo autoinmu-
ne en la miositis osificante progresiva, que existe un dafio capilar y alteracion de las fibras
musculares, ain en el musculo que no manifiesta a simple vista proceso de osificacion.

MYOSITIS OSSIFICANS PROGRESSIVA. ULTRASTRUCTURE, BIOCHEMISTRY AND HIS-
TOCHEMISTRY OF APPARENTLY NORMAL MUSCLE

Summary.—During an orthopedic operation a sample of the apparently normal lateral gas-
tronecmius muscle was taken from a 13 year old female patient affected by myositis ossificans
progressiva. The muscle sample was analyzed by light, electron and fluorescence microscopy,
and some enzymes were assayed. Muscle fibers were classified by the adenosintriphosphatase re-
action. The percentage of type | fiber was high (83%). Atrophy was found in type Il fibers as
shown by small mean area (2.084 Um?) and some ultrastructural features as infoldings of the sar-
colemma. Capillary density was high (573 capillariessmm?), and capillaries per fiber index was
normal (1.76), as were oxidative enzymes. However many capillaries were occluded, with thick
basal membrane and abnormal endothelial cells and pericytes. No immunofluorescence was
found with anti IgG or anti IgM in the muscle fibers. Intersticial spaces in the cross section of the
muscle were enlarged. In conclusion, no evidence of autoimmune involvement was found in
myositis ossificans progressiva, but alteracions of capillaries and muscle fibers were found in a
muscle apparently not affected yet by the ossification process.

INTRODUCCION
Correspondencia:

Dra. ENNY GARMENDIA La miositis osificante progresiva o fibrodisplasia
Intituto de Medicina Experimental osificante progresiva es una enfermedad hereditaria
Faculted de Medicina poco frecuente, autosomica dominante con penetran-
g‘;ﬁ: g?jan(égn tral de Venezueia cia completa pero expresividad variable (1). Muchos
1050 Caracas casos pueden presentarse como mutacion genética re-
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ciente. Se caracteriza por proliferacion exagerada del
tgjido conectivo en € tgido intersticial del masculo es-
quelético, fascias, tendones, ligamentos y aponeuross,
con progresion a la cacificacion y formacion de hue-
s0. Fundamentalmente afecta la musculatura dorsa
del tronco y proximal de las extremidades, sn com-
prometer lengua, diafragma, esfinteres musculares o
corazén. Un 75 a 90% de los casos pueden cursar con
anomalias congénitas como microdactilia de pulgares
y hallux, clinodactilia, deformidad de orgjas, sordera
y ausencia de dientes. Los estudios acumulativos de-
muestran una incidencia igual para hombres y muje-
res (2). La enfermedad se manifiesta en la infancia,
generalmente antes de los cuatro afios.

Aln no se han aclarado los cambios patol dgicos
iniciales, ni los mecanismos celulares bésicos de esta
enfermedad. La mayoria de los estudios parecen
apuntar hacia una alteracion del tegjido conectivo
que afecta secundariamente a musculo. Sin embar-
go, algunas observaciones histoquimicas sugieren
que €l tgido muscular esta intrinsecamente alterado
antes de ser invadido por el tejido conectivo (3-5).
En relacién a esta Gltima hipétesis y en vista a los
pocos estudios publicados, en e presente trabajo se
realizd el estudio de la ultraestructuray de algunas
reacciones histoquimicas y bioquimicas en una
muestra de muasculo gastrocnemio lateral, sn alte-
raciones macroscopicas, proveniente de una pacien-
te con miositis osificante. Igualmente se realizaron
estudios inmunocitoquimicos para descartar la po-
sible intervencién de un proceso inmunol égico.

En la literatura naciona hasta €l presente sdlo
se han publicado las descripciones clinicas e histo-
l6gicas de tres casos de miositis osificante (6-8).

MATERIAL Y METODOS

Se tom6 una biopsia a cielo abierto de gastronecmio
lateral izquierdo, durante una intervencién quirdrgica or-
topédica de una paciente de 13 afios, con diagnostico de
miositis osificante desde los 2 afios de edad. La muestra
se dividio en tres fragmentos: El primero, para € estudio
histoquimico e inmunocitoquimico se incuyé en OCT®
(Tissue Tex 11), se congeld en isopentano enfriado en ni-
trogeno liquido y se guardd en congelador a-80°C has-
ta su procesamiento. El segundo fragmento se congelé
inmediatamente en nitrégeno liquido e igualmente se
mantuvo a -80°C para los estudios bioquimicos. El Ulti-
mo fragmento se procesd segin los métodos convenciona-
les de microscopia electrénica de transmision.

Al primer fragmento se le practicaron cortes trans-
versales de 10 urn en un criostato a -20 °C. Posterior-
mente se procedio a realizar las siguientes técnicas:

1. Tincién con hematoxilina-eosina para el estudio
histol égico.
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2. Reaccion histoquimica de la adenosinatrifosfatasa
(ATPasa) segun la técnica de Brooke y Kaiser (9). Los
cortes se preincubaron a pH 10,3, 48y 46y 4,37. La
clasificacion de las fibras se hizo comparando laminas de
cortes sucesivos a distintos pH de preincubacion, en tipo
ILIIA y lIB.

3. Tincion con € reactivo de Schiff, previa digestion
del glucégeno con a-amilasa o técnica de a-amilasa-PAS
(10). Estos cortes fueron fotografiados para cuantificar
capilares y medir €l &rea de las fibras por planimetria, e
determinaron los siguientes parametros: indice capilar
(N.° de capilares por fibras); densidad capilar (N.° de ca
pilaressmm?); N.° promedio de capilares adyacentes a
cada tipo de fibra; relacion area de fibra/capilar (area
promedio de cada tipo de fibra entre el nimero de capi-
lares adyacentes a ese tipo de fibra).

4. Reacciones histoquimicas para la nicotinamida
adenina dinucledtido reducido diaforasa (NADH-d) (11)
y la adgliceroffosfato deshidrogenasa (a-GPDH). (12).

5. Inmunofluorescencia directa para 1gG e IgM hu-
manas (13).

6. Test de naranja de acridina (14).

Con € segundo fragmento se preparé un homogeni-
zado en solucion amortiguadora de fosfato de potasio. Se
determind la actividad de las enzimas (B-hidroxiacilCoA
deshidrogenasa (HAD), Citrato sintetasa (CS) y Hexo-
quinasa (HK), usando el método fluorométrico de Lowry
y Passoneau (15), expresandose los resultados en umo-
les/min x g de masculo en peso himedo.

Con € tercer fragmento se realiz6 microscopia elec-
trénica de transmision utilizando técnicas convencionales.

RESULTADOS

En los cortes tefiidos con hematoxilina-eosina se
pudo observar infiltrado mononuclear moderado,
ensanchamiento o aumento de los espacios intersti-
ciales, degeneracion hialina en menos del 1% de las
fibras, abundantes capilares dilatados y aumenta-
dos de tamafio. En la reaccion histoquimica para
NADH-d predominaron células con alta capacidad
oxidativa (capacidad alta 75%, intermedia 15%,
baja 10%). Normalmente las fibras de baja capaci-
dad oxidativa son las de mayor tamafio, sin embar-
go, muchas de ellas eran muy pequefias, aplanadas
o triangulares, lo cual es signo de atrofia (fig. 1A).

En la reaccién ldstoquimica para a-GPDH pre-
dominaron las fibras con baja capacidad glicolitica
(baja capacidad 67%, media 11%, alta 22%). Igual-
mente dentro de las fibras con alta capacidad glico-
litica se apreciaron fibras atréficas.

Con €l test de naranja de acridina se observaron
nicleos escasos alrededor de las fibras que proba-
blemente correspondan a un infiltrado inflamatorio
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leve a moderado. No se evidenciaron lesiones en las
fibras musculares con esta técnica.

La clasificacion de las fibras segin la ATPasa fue
tipo |, 83%; tipo 1A, 5% y tipo 1IB, 12% (fig. 1b).

El area correspondiente a cada tipo de fibra fue
Tipo |: 3267 um?; tipo 11B: 2084 (um? e &rea de las
fibras tipo HA no se determind por € escaso nimero
de ellas. El &reapromedio total fue de 3068 um?.

En relacién a los parametros de capilaridad se
obtuvo lo siguiente: Densidad capilar 573 capila-
res/mm?; capilares adyacentes a las fibras tipo I:
5,16; 11B: 3,88; indice capilar por fibra 1,76; rela-
cién drea: capilar, tipo | 633 um?; tipo 11B: 537 um?.

En la tincion a-amilasa-PAS Ilamé la atencion €
aspecto de una cantidad apreciable de capilares, apro-
ximadamente € 10%, alos cuaesno se lesveialaluz
y mostraban engrasamiento de las paredes (fig. 1C).

Los resultados de la inmunofluorescencia directa
para IgG e IgM fueron negativos, es decir, en nin-
guno de los cortes se pudo apreciar un patrén de
depdsito de estas inmunoglobulinas.

La actividad enzimética en umoles/min.g de
musculo en peso humedo fue para cada enzima la
siguiente: HAD: 12,10; CS: 13,95y HK: 1,17.

La microscopia electronica revel6 alteraciones
mitocondriales en las fibras musculares, consisten-

Figura 1. A) Corte transversal del musculo gastronecmio
lateral tefiido con la reaccion de NADH-diaforasa. Asteris-
co: fibra con alta capacidad oxidativa. Estrella: fibra con
baja capacidad oxidativa. La punta de flecha sefiada una
fibra con forma de media luna, atréfica de baja capacidad
oxidativa. Barra: 100 um. B) Corte transversal de musculo
gastroenemio lateral tefiido con la reaccion de ATPasa con
preincubacién a pH 4,37. Las fibras obscuras son de tipo
| 'y las claras de tipo Il. Nétese el predominio de las fibras
tipo I. Barra 100 um. C) Corte transversal del musculo
gastroenemio lateral tefiido con la reaccion de a-amijlasa-
PAS. La punta de flecha sefiala un capilar de aspecto nor-
mal (pared delgada y luz visible). La flecha sefiala un
capilar de aspecto anormal (luz ocluida, pared engrosa-
da) . Barra: 100 um.

tes en hinchamiento y diferente densidad electroni-
ca (fig. 2A). ElI sarcoma mostré plegamiento, lo
cual fue concomitante con la atrofia. En algunas fi-
bras se vio supercontraccién con desorganizacion de
las miofibrillas y borramiento de lalinea M. El reti-
culo sarcoplasmatico se encontré dilatado. Algunos
de los capilares (fig. 2B) mostraron la luz ocluida
con vesiculas pinociticas de distribucién no unifor-
me, estando concentradas en algunas regiones. La
densidad citoplasmatica fue desigual. También en
los pericitos hubo alteraciones en las vesiculas, con
concentracion de ellas en ciertas areas. La membra-
na basal aparecié6 muy engrosada en algunos capi-
lares. Otros capilares estaban en franco proceso de
degeneracion, encontrandose solo restos de ellos.

DISCUSION

La mayoria de los trabagjos publicados revisa-
dos (Index Medicus de 1970 a 1994) han realizado
descripciones clinicas e histoldgicas de las lesiones
gue presentan los pacientes con miositis osificante
progresiva. Muy pocos refieren aspectos histoqui-
micos, bioquimicos o ultraestructurales, especial-
mente de musculos sin afeccion macroscopica (3,
16). Trabajos recientes han tratado de explicar el
papel del sistema inmunol6gico en la patogénesis
de esta enfermedad (17, 18). Autores como Smith
D. y cal. (3), Smith B. (4) y Smith B. y col. (5),
proponen que existe alteracién inicial en el muiscu-
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Figura 2. A) Microfotografia del masculo gastronecmio lateral. Asterisco: nétese la desorganizacion de las miofibrillas con desa-
paricion de lazonaH y lalinea M. Las puntas de flecha sefialan mitocondrias con crestas alteradas. Barraz 1 um. B) Microfoto-
grafia de un capilar del musculo gastrocnemio lateral. La punta de flecha indica la membrana basal engrosada. El asterisco
sefidla la luz casi tatamente ocluida. Notese la distribucion irregular de las vesiculas pinociticas tanto en la célula endotelial co-
mo en el pericito (P). La flecha indica el plegamiento del sarcolema de una fibra muscular. Barra: 1 um.

loy no en € tejido conectivo, como se sugiere en la
mayoria de los otros trabajos (19-21).

En nuestro caso, a pesar de que macroscopica-
mente el misculo no parecia alterado, se encontro
una muy baja proporcion de las fibras tipo I, con
atrofia de las pocas existentes. Esto es diferente a
lo citado por Satoyoshi y Nonaka (2), quienes
muestran en &reas no afectadas del recto femoral
de miembro inferior inmovil, atrofia de las fibras
tipo | y I, pero con predominio en la proporcion de
fibras del tipo Il. Ellos atribuyen la atrofia a la in-
movilidad, sn embargo ésta usualmente afecta se-
lectivamente a las fibras tipo |l. No sabemos a qué
atribuir la diferencia entre sus resultados y los
nuestros. Al igual que Smithy col. (3) notamos un
incremento del espacio intersticial que rodea a las
fibras.

En € gastronecmio de individuos sanos las fibras
tipo | constituyen del 40 a 70% (22). Sin embargo,
en esta paciente las fibras tipo | representaron el
83%. Probablemente el aumento esté asociado a la
desaparicién de fibras tipo Il. Por otra parte, en la
miositis experimental (17) se encuentran sdlo fibras
tipo I, con desaparicion de las dd tipo Il.

Los niveles de enzimas encontrados son ago al-
tos dentro de lo normal y se corresponden con la
abundancia de fibras oxidativas. La CS es una enzi-
ma del ciclo de los &cidos tricarboxilicos, la HAD
interviene en la (3 oxidacion de los &cidos grasos, y
la HK, aunque se le considere una enzima glicoliti-
ca, se havisto que sus variaciones son paralelas a
las de las enzimas oxidativas (23). Igualmente la
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cantidad de capilares es ligeramente alta, lo cual
también se corresponde con el predominio de fibras
tipo 1.

En los trabajos publicados revisados ninguno re-
porta el uso de pruebas inmunocitoquimicas o de
naranja de acridina. Quisimos precisar si el proceso
inflamatorio encontrado en el tejido conectivo (infil-
trado inflamatorio descrito en nuestro caso y en mu-
chos otros de la literatura) pudiera tener origen en
una alteracion inmunolégica. No obstante, las prue-
bas de inmunofluorescencia para IgG e IgM huma-
nas fueron negativas, por lo cual concluimos que no
habia depdsito de inmunocomplejos que pudieran
estar involucrados en las alteraciones observadas.

Maxwell (24) describié una elevada produccion
de prostaglandinas en células de cultivo (fibroblas-
tos) de pacientes con fibrodisplasia osificante pro-
gresiva; es probable que alteraciones metabdlicas
jueguen un papel importante en la patogenia de la
enfermedad. Los modelos experimentales de miosi-
tis osificante circunscrita, enfermedad que quiza
comparta mecanismos fisiopatolégicos con la miosi-
tis osificante progresiva, han tratado de explicar los
eventos iniciales involucrados. Aro y col. (18) pro-
ponen que lesiones pequefias pueden llevar a la ne-
crosis muscular con invasién subsecuente de
macrofagos, los cuales liberarian factores de creci-
miento osteogénico. El mismo grupo anterior (17)
demostro previamente que la formacion dsea se ini-
ciaba en €l periostio cerca del musculo a cua se le
inducia necrosis. En la miositis osificante progresiva
es posible que el musculo sea mas sensible a trau-
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matismo, siendo el proceso de infiltracion inflama-
toriay osificacion, secundario ala necrosis inicial.

Los hallazgos descritos en nuestro caso por mi-
croscopia €electrénica en la fibra muscular, como son
la alteracién de las mitocondrias y la desorganizacion
de las miofibrillas, se parecen alos descritos por Cau-
lety col. enlamiositis circunscrita (25). La dilatacion
dd reticulo sarcoplasmético ha sido encontrada en la
miositis osificante circunscrita experimental (17).

En ninguno de los trabajos revisados se reportan
las alteraciones de los capilares. Los dafios encontra-
dos son similares a los de algunas enfermedades me-
tabdlicas como la diabetes (26) y algunas miopatias
autoinmunes (27), aunque no se haya encontrado en
el presente caso positividad para los anticuerpos

Aunque hay evidencias de que las fibras mus-
culares presentan alteraciones, no es posible con
los datos aportados por este caso y otros de la lite-
ratura, confirmar la teoria de Smith D. y col. (3) y
Smith R. y col. (5), quienes postulan que la lesién
inicial esta en el muasculo, pues también el tejido
conectivo que rodea al muasculo no es normal, lo
cual es indicado por el aumento dd espacio inters-
ticial. Habria que determinar qué tipos de sustan-
cias se encuentran en dicho espacio, ya que hay
evidencias en algunos trabajos de que el colageno
es diferente al normal (16), aunque otros autores
no estén de acuerdo con €ello (2). Igualmente, se
deberian tomar biopsias de otros musculos para
confirmar s las alteraciones observadas en el gas-
tronecmio macroscépicamente no afectado, consti-

contra el musculo.
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tuyen un fendbmeno general.
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