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I ntroducgéo

M edicinade S&o José do Rio Preto. A histoquimicamuscular permite: 1. Revelar anaturezanéo uniforme do
tecido muscular demonstrando as propriedades bioguimicas de diferentes tipos de fibra e sua participacéo
seletiva em determinadas doencas; 2. Detectar auséncia de enzimas especificas; 3. Detectar excesso ou
acumulo de substratos especificos; 4. Detectar anormalidades estruturais muscul ares que ndo aparecem nas
reacOes histol gicasrotineiras. A médiadeidadefoi de 28,6 anos, variando de 25 diasa 76 anos, 56,4% eram
do sexo masculino e 43,6% feminino. Foram rotineiramente utilizadas as seguintestécni cas: Hematoxilina&
Eosina, Tricrémio de Gomori modificado, Citocromo-C-Oxidase, Dinucleotideo Adenina Nicotinamida
Desidrogenase reduzida pelo tetrazolio, Succinato-Desidrogenase, Fosfatase Alcalina, Fosfatase Acida,
Adenosina Trifosfato miofibrilar pré-incubadas apH 9,4, 4,6 € 4,3, Acido Periodico de Schiff e Oil-Red-O.
Anormalidadesforam encontradas em 72,8% das bidpsias, sendo de padrdo distréfico em 17 casos, inflamatorio
em 7 casos, mitocondrial em 6 casos, reinervacdo cronica em 4 casos, glicogenose em 2 casos e outros
diagnosticos em 4 casos. Anormalidades minimas ou inespecificas foram encontradas em 5 casos (9%) eem
10 casos (18,2%) foram normais. Nossos achados foram semel hantes aos de outros descritos na literatura
nacional. A bidpsia muscular como estudo histoquimico, aindainexistente naregido Noroeste do estado de
Séo Paulo, é uma das armas diagndsticas mais importantes para as doengas neuromuscul ares

Biopsia; Histocitoquimica; M Uscul o/patologia; Doengas Muscul ars/diagnosti co.

We present the muscle histochemistry from the first 55 biopsies at the State Medical School of S&o José do
Rio Preto, Sdo Paulo, Brazil. Muscle histochemistry first, demonstrate the non-uniform nature of muscular
tissue showing biochemical propertiesfrom different fiber typesand their selectiveinvolvement in particular
diseases; second, demonstrate the absence of specific enzymes; third, demonstrate abnormal storage of
specific substrates, and fourth, demonstrate structural abnormalitiesthat are not seen on ordinary histological
stainings. The mean age was 28.6 years, ranging from 25 daysto 76 years, 56.4% male and 43.6% female. Our
routine techniques, donein all biopsies, included: Hematoxylin and Eosin, Gomori Trichrome, Cytochrome
Oxidase, NADH dehydrogenase, Succinic Dehydrogenase, Alkaline Phosphatase, Acid Phosphatase, ATPase
pH 9.4, 4.6 and 4.3, Periodic-acid Schiff and Oil-Red-O. Abnormalitieswerefound in 72.8%, being dystrophic
in 17 cases, inflammatory in 7 cases, mitochondrial in 6 cases, chronic reinnervation in 4 cases, glycogen
storage disorder in 2 cases and other diagnosticsin 4 cases. Minimal or unspecific abnormalities were found
in5 cases (9%) and were normal in 10 cases (18.2%). Our findings were similar to others described in Brazil.
Muscle histochemistry is one of the most significant diagnostic tools for neuromuscular disorders and was
not done beforein thisregion of Brazil.

Biopsy; Histocytochemistry; Muscles/pathology; Muscular Diseases/diagnosis

periféricas), dos corpos celulares dos neurénios motores no

As doengas neuromusculares constituem um importante grupo  corno anterior damedula espinal (neuronopatias; e.g., atrofias
de desordens em neurologia e englobam as afec¢gdes dos  musculares espinais) e dajuncdo neuromuscular (e.g., miastenia
musculos (miopatias), dos nervos periféricos (neuropatias  grave).
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Parao diagndstico, é fundamental a histériadetalhada, os dados
familiarese os epidemiol 4gicos, a ém do exame fisico adequado.
Nas desordens do corpo celular do neurénio motor inferior
(neuronopatias) observam-se fraqueza, atrofia, hipotonia,
arreflexia e, freqUentemente, fasciculacBes'. As neuropatias
periféricas manifestam-se mai s comumente com sintomatol ogia
sensitiva e motora distal em membros (comprimento-
dependente), podendo ocorrer sintomas autondmicos e
diminuicdo dos reflexos!. Nas desordens de juncéo
neuromuscul ar observa-se fatigabilidade motoracom flutuacéo
dafraqueza usual mente piorada ao final do dia. Nas miopatias
observa-se comumente fraqueza muscular bilateral e simétrica
com predominio proximal, marcha com bascula de bacia e
dificuldade caracteristica para se levantar; podem associar-se,
céibras, mialgia, contraturas, mioglobindria e miotonia,
dependendo da entidade nosol dgica'.

Os principais exames complementares para o diagnéstico das
doencas musculares sdo: 1. dosagem da enzima creatino-
fosfoquinase (CK); 2. eletroneuromiografia (EMG); 3. bidpsia
muscular com estudo histoquimico; 4. estudo molecular nos
casos geneticamente determinados®S.

A CK cataliza a liberagdo do fosfato da creatino-fosfato
principalmente no musculo; valores elevados de CK indicam
comprometimento da fibra muscular, usualmente secundaria a
necrose muscular?.

A EMG consiste no estudo da conducdo nervosa e
eletromiografia por meio de inser¢do de eletrodo de agulhano
musculo; o exame tem grande utilidade para o diagndstico
diferencial entre lesbes do nervo periférico, juncao
neuromuscular e musculares, além de auxiliar no diagnéstico
topogréfico das lesdes neurais'.

A bidpsia muscular com estudo histoquimico € essencial para
estabelecer o diagnostico definitivo na maioria dos pacientes
com suspeita de doenca neuromuscular, particularmente nas
miopatias, fornecendo informag6es que ndo podem ser obtidas
por meio detécnicas histol égicas convencionais. A bidpsiadeve
ser feita em musculo apropriado, usualmente o deltéideo, o
bicepsbraquial, o vasto lateral ou o gastrocnémio (Deltoideus,
Biceps Brachii, Vastus Lateralis ou Gastrocnemius), desde que
estejam moderadamente afetados***°. O principio basico das
técnicas histoquimicas esta na preservacdo da atividade
enzimética do tecido por meio de congelacdo em nitrogénio
liquido (-180°C) em geral até 30 minutos apds a retirada do
material. A histoquimicamuscular: 1. demonstraotipo defibra
muscular presente, assim como sua distribuicdo, tamanho e
propor¢éo; 2. demonstra alteracfes estruturais das fibras
musculares que ndo aparecem em técnicas convencionais; 3.
demonstra deficiéncias de enzimas especificas, como por
exemplo afosforilase. Ainda existe avantagem da preservacéo
dos blocos para reavaliagdo futura por décadas?’°. A
histoquimica muscular distingue claramente os tipos de fibras
musculares. Em 1678, S. Lorenzini observou que os muscul os
podiam ser vermelhos ou brancos, porém apenas em 1873
Ranvier relatou que, fisiologicamente, havia também
diferenciacdo dos dois tipos: 0s brancos exibiam contracéo
répida e os vermel hos contragdo lenta. Posteriormente ostipos

foram bem estabel ecidos, recebendo nomenclaturauniforme de
acordo com a sua aparéncia anatbmica, comportamento
eletrofisiolgico e propriedades e achados histoquimicos. As
fibras musculares humanas foram denominadastipo | etipoll,
estasaindasubdivididasemtipos!lA ellB (aindallC presentes
em peguena propor¢ao ou mais freqiientemente ausentes). As
fibras do tipo | (“vermelhas’) apresentam maior irrigacéo
sanguinea, utilizam metabolismo oxidativo como fonte de
energia, sdo maisresistentes afadiga, tém maior quantidade de
mitocdndria, coram-sefortementeaNADH-TR efraco aATPase
9,4. Asfibras do tipo Il (“brancas’) apresentam metabolismo
glicolitico como fonte de energia, sSo menosresistentesafadiga,
tém menor quantidade de mitocondrias, coram-seforte aATPase
9,4 efraco aNADH-TR. No muscul o humano as proporcfes de
fibrasdotipol, 1A ellB sdo parecidas, com pequenasdiferencas
deacordo com afuncé&o principal do masculo. A fibramuscular
tipo 11C n&o esté presente (ou em pegquena proporcéo) no
musculo maduro, porém ocorrenofeto (fibrall em diferenciacéo)
e em condic¢des patoldgicas. Muitas miopatias envolvem
seletivamente os diferentes tipos de fibras, com alteracfes na
proporgdo, tamanho e distribuic8o. As fibras musculares da
mesma unidade motora apresentam o mesmo tipo histoquimico
endo est&o agrupadas, originando com isso o padréo em mosai co
ou “checkboard”. Esse padréo pode ser perdido, originando
agrupamentos de fibras com o mesmo tipo histoquimico, nos
casos dereinervacdo (aumento no nimero defibras musculares
de uma mesma unidade motora) ou nos casos de mudanca
funcional das fibras musculares?37,

O estudo molecular representou grande avanco para o
diagnodstico das doengas neuromusculares hereditérias,
particularmente as distrofias muscul ares; em algumas situactes
pode eliminar a necessidade de bidpsia muscular e ainda se
presta ao aconsel hamento genético na deteccdo de portadores
sadios'.

Objetivos

O objetivo do presente estudo é descrever as técnicas
histoquimicas e os resultados das primeiras 55 bidpsias
musculares realizadas na Faculdade de Medicina de S&o José
do Rio Preto (FAMERP) apés ainauguracéo do L aboratério de
Investigacdo Neuromuscular. Tal procedimento ndo é
amplamente difundido em nosso meio e ndo hatal metodologia
diagnosticanaregido noroeste do estado de S&o Paulo em razéo
do custo e da complexidade elevados.

CasuigticaeMétodo

Foram analisadas 55 biopsias musculares com estudo
histoquimico realizadas entre junho de 2005 amaio de 2007 no
Laboratério de Investigacdo Neuromuscular da FAMERP,
correspondendo aos primeiros exames. O servico foi implantado
apos um periodo de treinamento de um dos autores (CRG) no
Laboratorio de Investigacdo Médica 15 da Faculdade de
M edicinada Universidade de S&o Paul o coordenado pelaoutra
autora (SKNM). Os casos foram procedentes do ambulatério
de doencas neuromusculares do Hospital de Base, hospital de
ensino daFAMERP. A médiadeidadefoi de28,6 + 21,9 variando
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de 25 diasa 76 anos; 31 casos (56,4%) eram do sexo masculino
e 24 (43,6%) do sexo feminino. O muscul o deltéideo (Deltoideus)
foi biopsiado em 52 casos (94,5%) seguido do vasto lateral
(Vastus Lateralis) com 3 casos (5,5%).

O fragmento muscular com aproximadamente 5 mm de
comprimento foi obtido por meio de bidpsia a céu aberto, no
Hospital de Base, colocado em gaze hidratada levemente em
soro fisiol 6gico e encaminhado ao laboratdrio. O fragmento foi
entdo cuidadosamente alinhado, envolto com talco neutro,
fixado com gel tecidual (Jung, Tissue Freezing Medium®, Leica
Microsystems, Alemanha) na cortica e em seguida congelado
em nitrogénio liquido a-170°C, durante 10 segundos. O bloco
congelado, que preserva a atividade enziméatica do tecido, foi
colocado no criostato mantendo-se a temperatura de -30°C.
Cortes de 10 micra, ou mais finos dependendo da técnica
histoquimica a ser utilizada, foram realizados e as fatias
colocadas nas |aminas para o processamento das técnicas. No
Laboratério de Investigagdo Neuromuscular da Faculdade de
Medicinade S&o José do Rio Preto arotinaem todas asbidpsias
inclui as seguintes técnicas: Hematoxilina & Eosina (H&E),
Tricrémio de Gomori modificado (Gomori), Citocromo-C-Oxidase
(COX), Dinucleotideo Adenina Nicotinamida Desidrogenase
reduzidapelotetrazdlio (NADH-TR), Succinato-Desidrogenase
(SDH), Fosfatase Alcalina, Fosfatase Acida, Adenosina
Trifosfato miofibrilar pré-incubadasapH 9,4, 4,6 € 4,3 (ATP-
ases), Acido Periodico de Schiff (PAS) e Oil-Red-O (ORO). Em
todos os 55 casos foi realizada a rotina completa. Na maioria
dos casos de miopatiamitocondrial foi utilizadaatécnicamista
(“combo”) de SDH e COX namesmalamina.

Todas as técnicas e coloragdes histoquimicas utilizadas foram
realizadas segundo os protocolos descritos por Dubowitz &
Sewry® e arotinaempregada foi semelhante ao do Laboratério
delnvestigacdo M édicadaUniversidade de S&o Paulo (SMNK).
O trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Faculdade de Medicina de S&o José do Rio Preto.

Resultados

Dez casos (18,2%) apresentaram bidpsiamuscular com padréo
histoquimico normal em todas as preparacdes.

Dezessete casos (31,0%) apresentaram anormalidade de padréo
miopético distréfico caracterizado por variagdo de calibre das
fibras musculares, nicleos centrais, necrose com fagocitose,
reagOes regenerativas, proliferacdo de tecido conjuntivo peri e
ou endomisial e aumento de tecido adiposo. Em um caso foram
observados vacuolos marginados (“rimmed vacuoles’) sem
correlagdo com miosite por corpos de inclusdo. A correlacéo
desses casos com idade, sexo, quadro clinico e demais exames
complementares, confirmou 4 casos (33,3%) de distrofia
muscular Duchenne por meio de andlise molecular de 17 exons
e daregido promotora do gene distrofina (Xp21) realizado no
Laboratorio de Investigacdo Médica 15 da Faculdade de
Medicina da Universidade de S&o Paulo por um dos autores
(SKNM). Osoutros 8 casos (66, 7%) tiveram suspeitadedistrofia
muscul ar forma cinturados membros, porém aindanecessitando
de estudo molecular e/ou imunohi stoquimico paradefinicéo da
forma.

Sete casos (12,7%) apresentaram anormalidades compativeis

com miopatia inflamatéria, sendo 3 de polimiosite
(hipersensibilidade tardia mediada por células), e 3 de
dermatopolimiosiste (agressdo imunomediada aos vasos -
vasculite). Os achados incluiram necrose muscular (100% dos
casos), invasdo linfocitariaem fibras muscul ares ndo necréticas
einfiltrado inflamat6rio peri-vascular eintersticial (polimiosite)
e atrofia peri-fascicular (dermatopolimiosite). Regeneracéo
muscular foi observada em 42,8% dos casos com fibras
musculares basofilicas, nicleos vesiculosos e reatividade
aumentada a fosfatase alcalina.

Seiscasos (11,0%) apresentaram anormalidade compativel com
miopatia mitocondrial. Esse grupo é composto por varias
entidades nosol gi cas distintas tanto naformade apresentacao
clinicacomo naanormalidade molecular eincluiram oftalmaoplegia
extrinseca progressiva (“PEO, progressive external
ophalmoplegia”), ptose assimétrica, MELAS (“ Mitochondrial
Encephalopathy, Lactic Acidosis, Sroke” ) edoencade Kearns-
Sayre. As anormalidades encontradas foram fibras vermelhas
rasgadas (“ RRF, ragged-red fibers”), fibras COX negativas e
fibrascom actimul o granular subsarcolemal mitocondrial naSDH.
Quatro casos (7,3%) apresentaram padréo histoquimico
compativel com reinervacéo cronica caracterizada por
popul agdes distintas de fibras muscul ares - atrofiadas e normais
ou com calibre aumentado -, e agrupamento defibras musculares
de mesmo tipo histoquimico as reactes pelasATPases. Em um
caso, o quadro clinico eracompativel com doencado neurénio
motor, em 2 o padrdo clinico, eletromiogréfico e enzimatico
indicavamiopatia e no outro acorrelagdo erainespecifica
Doiscasos(3,6%) apresentaram anormalidades compativeiscom
glicogenose, sendo 1 caso de doenca de Pompe e outro de
deficiénciade maltase écidado adulto. O padr&o encontrado foi
de miopatiavacuolar com PAS positivo.

Dois casos (3,6%) apresentaram atrofia de fibras tipo 2
visualizadas pelas reacdes as ATPases, sendo um caso
relacionado ao uso cronico de esterdides e outro relacionado a
sindrome do neurdnio motor superior (sindrome piramidal).
Um caso (1,8 %) foi compativel com miotonia congénita com
anormalidades histoquimicas inespecificas caracterizadas por
predominio defibrastipo I, leve variacéo de calibre das fibras
muscul ares e algumas com nucleos centrais.

Um caso (1,8%) foi sugestivo de miopatia congénita com
caracteristicas mistas de miopatiamiotubular (fibras musculares
de aspectos “fetais’ com nucleos centrais e falha miofibrilar
central) e desproporc¢do congénita de fibras com apenas fibras
tipo | as reagdes pelas AT Pases.

Cinco casos (9%) apresentaram anormalidades minimas
inespecificas sem possibilidade de sugestao ou definigédo
nosol égicas.

Discusséo

Histoquimica é uma ciéncia relativamente nova. As primeiras
aplicagdes no estudo das doengas musculares ocorreram no
final dosanos50. A contribui¢éo que trouxe paraacompreensao
e identificacdo desse grupo de doencas foi imensa quando
comparados a épocanaqual apenas técnicas histol 6gicas eram
utilizadas?.

As anormalidades patolégicas encontradas na histoquimica
muscular podem ser divididasem: 1. Alteragdes no tamanho
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dasfibras: atrofiaou hipertrofia; 2 Anormalidades nadistribuicdo
dasfibras: atrofia de pequeno grupo, atrofia de grande grupo,
atrofia peri-fascicular, agrupamento de fibras, predominancia
de fibras ou deficiéncia de fibras; 3. Alteraces nucleares:
internos, tigréides ou vesiculares, picnéticos aglomerados ou
em cadeia; 4. Degeneracdo/Regeneracdo: necrose, fagocitose,
fibras granulares, fibras basofilicas e “splitting”; 5. ReacBes
celulares: infiltradosinflamatérios endomisiais, perivasculares
einvasdo de linfécitos em fibras ndo necréticas; 6. Alteractes
na arquitetura das fibras: “target”, “central-core”, “moth-
eaten”, agregadostubulares, em anel, massas sarcoplasméticas,
corpos citoplasméticos, corpos em bastonetesou “rod” efibras
vermel hos rasgadas ou “ragged-red”237°,

As multiplas técnicas utilizadas em nossa rotina ampliam as
possibilidades diagnésticas. H& E avaliatamanho e formadas
fibras musculares, nucleos centrais, vasos, infiltrados
inflamatorios e proliferacéo de tecido conjuntivo/adiposo.
Gomori é Util para detecgéo de fibras “ragged red”, corpos
nemalinicos, “rimmed vacuoles’ e agregados tubulares, além
de acentuar a proliferacdo de tecido conjuntivo. COX, enzima
seletiva para o citocromo, € essencia para o diagnostico de
miopatias mitocondriais (fibras COX negativas). NADH-TR
demonstra a atividade enzimatica mitocondrial e auxilia o
diagnoéstico de miopatia mitocondrial além de evidenciar
claramente 0s*“ central-core” e “mini-core”. SDH é especifica
para mitocdndria e nas doencas destas aparece sob aformade
massas subsarcolemais. Fosfatase alcalina esta presente na
membranacelular e 0o aumento de suaatividade tem relacgo com
aregeneracdo defibras musculares. Fosfatase écidalisossomal
tem atividade aumentada nos processos degenerativos
particularmenteinflamatorios. AT Pase permite adiferenciacéo
e a distribuic&o dos tipos de fibra muscular, 1, 1A e lIB. Na
ATPase pré-incubada em pH 9,4 asfibras muscularesdo tipo |
sdo claras e as do tipo 11 s8o escuras. Na pré-incubacdo mais
acidaem pH 4,3 ou 4,6 asfibrastipo | ficam maisescuras e as
fibras tipo Il mais claras; além disso, a técnica permite a
diferenciagéo dasfibrasdotipo IIA ellB. PAS detectaacumulo
de glicogénio permitindo diagnostico de glicogenoses. ORO
detecta acimulo de lipidios nas fibras muscul ares?*7,

Como complemento a histoquimica, a imunohistoquimica é
utilizada para visualizar e localizar componentes protéicos
especificos nos tecidos; ndo deve, contudo, ser utilizada
isoladamente®. Os defeitos nalocalizacéo das proteinas podem
surgir como conseqiiéncia de anormalidade no gene codificador
da proteina ou ainda secundariamente a este. Os defeitos
primérios que podem ser identificados pelaimunohistoquimica
tém aumentado, e.g., distrofinopatias, sarcoglicanopatias,
actinopatias e desminopatias.

Nossos achados de bidpsia muscular com estudo histoquimico
nos primeiros 55 casos na Faculdade de Medicina de S&o José
do Rio Preto foram anormais permitindo diagndstico em 72,8%,
normaisem 18,2 % e com anormalidades inespecificas em 9%.
Os achados prévios de Werneck® em 290 casos foram anormais
em 71,4%, normaisem 19,6% einespecificos/minimos em 9%.
Bleggi-Torres & Noronha® estudaram 124 casos, com
anormalidades permitindo diagndstico em 75% e normais/

inespecificosem 25%.

Biopsia muscular com estudo histoquimico é uma ferramenta
complementar poderosa para o diagnéstico de doencas
neuromusculares, particularmente nos casos suspeitos de
miopatia, fraqueza indeterminada ou dor muscular,
representando um grande avanco para a regido noroeste do
estado de S&o Paulo. Os pacientes ndo mais precisardo se
deslocar para outros centros mais distantes e ai se inclui casos
com deficiénciafisica, cadeirantes, internados e carentes. Abre-
se ainda, a possibilidade do desenvolvimento de pesquisa na
area de doencas neuromusculares aliando-se ao estudo
eletrofisiol6gico e molecular.

Os autores agradecem ao Supervisor Técnico Alessandro
Cateldn R. Martins pela preparacéo das técnicas histoquimicas.
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Tabela 1. Bidpsia muscular com estudo histoquimico: achados em 55 casos.

Grupo n %
Normal 10 18,2
Padréo miopético distréfico 17 31,0
Padr&o miopético inflamatério 7 12,7
Padr&o miopético mitocondria 6 11,0
Reinervagdo cronica 4 7,3
Glicogenose (def. maltase &cida) 2 3,6
Atrofiadefibrastipo Il 2 3,7
Miotonia congénita 1 18
Miopatia congénita 1 1,8
Anormalidades minimas inespecificas 5 9,0
Tota 55 100

Fig. 1. Histologia e histoquimica de biépsia muscular: (A) Normal (ATPase 4,3): fibras | escuras e fibras Il claras (padréo em mosaico);
(B) Normal (NADH-TR): fibras | escuras e fibras Il claras; (C) Distrofia muscular com vérios graus de degeneragdo muscular, variagéo
de calibre das fibras musculares e aumento de tecido conjuntivo (H&E); (D) Polimiosite com infiltrado inflamatério (H&E); (E)
Miopatia mitocondrial com fibras vermelhas rasgadas ou “ragged-red fibers” (Gomori); (F) Dermatomiosite com atrofia peri-
fascicular e aumento da atividade lisossomal (Fosfatase Acida); (G) Glicogenose (Pompe) com fibras vacuolares (Gomori); (H) Atrofia
inespecifica de fibras tipo Il (ATPase 9,4); (I) Miopatia mitocondrial com fibras COX-negativas (COX).
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