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CORRELACAQ CLINICO-PATOLOGICA EM 78 BIOPSIAS
DE NERVO SURAL

LEILA CHIMELLI* — OSVALDO NASCIMENTO *% — MARCOS R.G. FREITAS %%

RESUMO — As biopsias de nhervos periféricos processadas com téenicas convencionals de
parafina muitas vezes nido fornecem dados suficientes para a conclusio diagndsiica. Se,
no entanto, o nervo for processado para inclusdo em resina para cortes semi e ultrafinos
e microdisseccdo de fibras, varios aspectos podem ser analisados inclusive por métodos
guantitativos ou morfométricos. Estudamos o nerve sural de 78 pacientes biopsiados no
Hospital Universitiric Antonio Pedro, Niterdi, utilizando essas técnicas e observamos que
em 55 casos (70,5%) o diagndstico andtomo-patolégico foi conclugive, em 11 (14,1%) emhora
0 nervo exibisse anormalidades, nédo foi possivel estabelecer um diagndstico e em 12 (15,4%) o
nervo estava normal. Em 68 casos havia um diagnodstico eclinico gue foi confirmado em
49 casocs, 0 gue ndo eocorreu nos 19 restantes pois, 8 tinham alteracdes inespecificas e 11 eram
normais. Nos 10 casos em que a situagdo nosologica nfo foi estabelecida clinicamente, a
bidpsia foi coneclugiva em 6, exibia alteracdes inespecificas em 4, sendo normal em 1 caso.
A conclusio diagndstica na maioria dos nossos casos 56 foi possivel porque, além dos dados
clinicos fornecides, todes os nervos foram processados para inclusfic em resina.

Sural nerve biopsy: clinical-pathologie correlation in 78 patients.

SUMMARY — Peripheral nerve biopsies when processed with conventional techriques for
paraffin embedding usually do not provide sufficient data for the diagnostic conclusion.
However, if the nerve is processed for resin embedding for semi and ulira-thin sections
and teasing of fibres, several aspects can be analysed ineluding gquantitative and morphoemetric
data. We studied the sural nerve biopsy of 78 patients examined at the Antonio Pedro
University Hespital, Niterdi RJ, appiying those techniques and we found that in 55 cases
(70.5%) the pathologic diagnosis was conclusive, in 11 (14.1%) although the nerve had
abnormalities it was not possible to establish a diagnosis, and iz 12 (15.49%) the nerve
was normal. In 68 cases there was a clinical diagnosis which was confirmed in 4% but not
in the remaining 19, since 8 had non-specific changes and 11 were normal. From the 10
cases which did not have a clinical diagnosis the biopsy was conclusive in §, showed
non-specific changes in 4, and was normal in 1 case, The pathologic conclusion in maost
of our cases was possible because not only we had the clinical data but all the nerves were
processed. for resin embedding,

A utilizagdo de técnmicas que permitem melhor avaliagdo histoldgica do nervo
vem oferecendo diagndsticos mais precisos das neuropatias periféricas. As prepara-
¢des convencionais em parafina sd3o de utilidade, porém melhores andlises do nervo
sdo obtidas com microdissecgdo de fibras e com inclusio em meio sintético, permi-
tindo cortes semifinos e ultrafinos, para estudo ao microscépio optico e eletronico
respectivamente 1.4, O diagnostico das neuropatias periféricas implica no seu reconhe-
cimento clinico, na verificacio eletroneurofisiologica, em exames complementares varios
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e, particularmente, na observagio da estrutura neural. Deste modo podemos identi-
ficar um namero maior de doencas dos nervos periféricos, declinando o percentual
de casos ditos idiopaticos. A correlagio clinico-patologica adequada das perturbacdes
encontradas no exame histologico favorece a identificacdo nosoldgica naqueles casos
que fogem as deencas neurais classicas (como amiloidose, hanseniase e leucodistrofia
metacromatica, entre outras).

O interesse de uma equipe formada pelos docentes dos Servicos de Neurologia
e Neuropatologia da Universidade Federal Fluminense e condig¢fes de viabilizacdo de
técnicas atuais de neuro-histologia no Hospital Universitario Antonio Pedro permi-
tiram a apreciacdo de T8 casos de neuropatias periféricas no periodo de 36 meses,
que passamos a relatar.

MATERIAL E METODOS

O nervoe sural de 78 pacientes fol bhivpsiado ne Hospital Universitirio Antonio FPedro,
com anegtesia local. Uma incisdo longitudinal de 4 c¢cm foi feita entre o maléolo externo e o
tenddo de Aquiles & um segmento de 2 a 2,5 em de nerve foi seccionado com o minimo
de trauma. O patologista, presente na sala de pequena cirurgia, ao receber o nervo, seccio-
nava 3 a 4 mm de cada extremidade com uma lamina nova, sendo estes fragmentos fixados
em formol a 109, A parte central do segmento biopsiado (cerca de 1,5 em de comprimento}
era estendida sobre um ecartdio, sendo, apds alguns segundos para que aderisse ao cartéo,
fixada em glutaraldeido a 3% em tampio cacodilato (pH 7,4) por pelo menos 4 horas ou até
o dia seguinte numa temperatura de 4oC.

0O material fizxado ecm formol era rotineiramente processado para tnclusfo em parafina,
gendo corado com  hematoxiling e eosina (HE) e, guande necessdrio, com coloragbes espe-
ciais ecomo cresil violeta, Ziehl-Nielsen, hematoxilina-van Gieson e PAS,; coloragbes para
mielina e axdnio nic foram realizadas, pois dispanhamos dos cortes semifinos corados com
azul de toluidina, gue nos permitiam boa identificacio daquelas estruturas.

No material fixade em glutaraldeide, eram feitos 4 a 5 cortes transversos com menos
de 1 mm de espessura os guais eram lavados em tampdo cacodilato, pds-fixados em tetrdxido
de odamio, desidratados em 4lcool, clariflcados com o6xido de propileno puro e posteriormente
misturade com Araldite e, finalmente, deixados em Araldite pure até o dia seguinte, guando
entdo eram incluidos em Araldite recém-preparado, Cortes semifinos (1 Fm) para microscopia
6ptica eram corados com azul de toluidira e, se necessaric, algumas Aareas eram selecionadas
para cortes ultrafinos para exame ao microscépio eletronico. Estes cortes eram corados com
acetato de uranila e citrato de chumhbho e examinados em microscépio eletronico Zeiss OM 109.
O restante do nervo era dividide em 3 ou 4 fasciculos para permitir melhor penetragio do
6smio, sendo processados de maneira semelhante aos cortes transversos descritos acima,
exeeto que a resina era preparada sem o acelerador (DMP 30). As fibras eram separadas
usandpo agulhas superfinas sob uma lupa e estendidas na lamina sobre uma gota de Araldite
com acelerador seguida de laminula. A lamina era colocada na estufa durante a noite para
permitir a polimerizacBio da resina. Os fasciculos nfo dissecados eram estocados em freezer.
Embora em todos os casos o material tenha sido processado pars a microdisseccfio de fibras,
esta s6 fol realizada em casos selecionados, gquande era considerada Iimportante para o
diagnostico, j4 que & técnica gque demanda muito tempo para & sua realizacio. Os métodos
guantitativos, embora ainda n#o rotineiramente empregados, consistem da determinagio da
densidade das fibras mielinicas, do diadmetro das fibras, do comprimento internodal em fibras
isoladas e da contagem de fibras amielinicas em cortes ultrafinos.

Todas as biopsias vinham acompanhadas de historia clinica detalhada, obtidas por
preenchimento do protocolo por nés organizado.

RESULTADOS

Em 55 casos (70,59%) o diagndstico patolégico foi conclusive, em 11 (14,1%) embora o
nervo exibisse anormalidade, nio pudemos estabelecer um diagnéstico morfoldgico e, em 12
casos (15,4%), o mnervo era normal. Dos 68 casos com hipdlese diagnostica sob o ponto
de vista clinico houve confirmacdo em 49, nfic tendo sido confirmada hos 1% restantes dos
quais 8 tinham alteracdes inespecificas e 11 eram normais. Nos 10 casos em que clinicamente
nido foi possivel estabelecer um diagnéstico, a biépsia foi conclusiva em 6, exibla alteraces
inespecificas em 4 e era normal em 1 caso.
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Em 17 casos (21,8%), a exteriorizacdo clinica da neuropatis fez-ge sob forma de mono-
neuropatia mltipla, das quais 15 foram concluidas com a bidpsia, 1 exibia alteracées inespe-
cificas e 1 era normal. Dos 56 casos (71,8¢;) gue se manifestaram sob a forma de polineuro-
patia, 48 foram concluidas com a bidpsia, 4 nfo foram concluidas e 4 eram normais. Outras
exteriorizactes clinicas estavam presentes em 5 casos (6,49%) dos guais 2 foram normais e 3
incenclusivos.

Todos estes dados, incluindo as neuropatias encontradas estio mostrados nas tabelas
1, 2 e 3. Alguns dos achados morfoligicos estfo ilustrados nas figuras de 1 a 4. Observamos
ainda que, se analisissemos apenas o segmento incluido em parafina e coradoe com HE e as
coloracdes mencionadas, teriamos chegado ao diagnostico em cerca de 15% dos casos, No
entanto, temos que levar em consideracie o fate de que, por termos o material ineciuido
em Araldite disponivel, nfo esgotamos todas ag possibilidades com o material incluido em
parafina, ji4 que ndoc realizamos coloracies espeeiais para axénio e mielina.

Diagnéstico andtomo-patolégico Nv de casos

Neuropalia sengitivo motora hereditdaria (tipos I ou II) 14
Hanseniase 10
Carencial

Litipica

Senil 3
Guillain-Barré ¢ronico 4
Diabética R 2
Esclercdermia 1
Artrite reumatéide 1
Paraneoplasica 2
Hipoglicémica (insulinoma) 1
Téxica (organofosforado) 1
Neuropatia associada a porfiria 2
Neuropatia associada a hipereosinofilia 1
Inconclusive i1
Normal 12
Total 78

Tabele 1 — Diagndsticos andtomo-patolégicos das neuropatius. * Em um oeso havia fombém
atteragdes devidas a Ripoglicemin,

Exteriorizagdo clinica N¢ de casos Diagndstice patolégico

Polineuropatia 56 (T1,8%) 48 conclusivos

4 inconclusivos
4 normais

Mononeuropatia multipla 17 ( 21%) 15 conelusivos

iy

inconeclusivo

oy

normal

Qutras 5 ( 6,4%) 3 inconclusivos
2 normais

Tatal 78 casos

Tabele 2 — Exterioricagdo clinica das meuropalics.
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Bi6psias com um diagndstico clinico Bidpsias com diagnbstico
= 68
Diagn. confirmado Diagn. nfio confirmado ¢linico a esclarecer
= 49 =19 =10
NSMH (I e II) 14 Tneonclusivos 8 Conclusivos €
Hanseniase 10
Lupica 2 DC = EML 2 Diabética 3
GB cronico 4 ALD 1 Senil 2
Diabética 6 Hritrofalcemia 1 Carencial 1
Isclerodermia i Colagenose 1
Benil 1 NSMH 2 Inconclusives 3
Paraneoplasica 2 Friedreich 1
Carenciakt 3 NSC indeterminada 1
A, reymatoide 1 Normais 11 Alteracoes inespecificas 1
Hipoglicémica 1 NSC com perda fibras
Toxica 1 DC = NES 1 amielinicas 1
Porfiria 2 LDM 1
Hipereosinofilia 1 Etilico-carencial 1 Normal 1
Hanseniase 4
EML 1
GB 1%
Para-neopldsica 1
ALD L#¥
Tabele 3 — Correlacdo clinico-patoldgion. NSMH, neuropafic Sentivo-mofore heredildric; GB,

sindrome de Guillain-Barré; EML, epilepsio micclérnica de Lafora; ALD, adrenoleucodistrofia;
NES, nervo epidérmico de Solomon; LDM, leucodisirofia metacromdtice; NSC, neuropatia
sengitive cromica; DC, diagnéstico clinico; % bidpsia apds surto; *% necrépsia revelou panen-
cefoalite esclerosante sub-aguda.

COMENTARIOS

Consideramos que a indicagdo de bidpsia de nervo periférico deve ser orientada
para os casos que necessitem de definicdo nosoldgica ou confirmagdo precisa da
suspeita clinica. Acreditamos, no entanto, ser da maior importincia a existéncia de
condi¢bes técnicas atuais para evitar a realizacio de bidpsias que, se processadas
apenas para inclusdo em parafina, sejam em grande parte inconclusivas devido & grande
limitagdo do método, como documentado por Werneck 13,  Concordamos com o autor
que o clintco deve estar ciente da limitagio dos laboratorios de anatomia patologica
que utilizam apenas os métodos convencionais de parafina.  Segundo Asbury e
Johnsonl, embora o material incluido na parafina seja satisfatorio quando se procura
infiltrado inflamatdrio, deposito de amiléide ou alteragfies de vasa vasorum, ela ndo
resulta em preparagoes que permitam boa avaliagdo das fibras, o que é possivel em
cortes semifinos. Comentam ainda que o exame ao microscdpio eletrdnico 86 é il
se usado em conjunto com o exame do c¢orte semifino j& que, em geral, poucas
alteracfes patoldgicas de importincia diagnostica serio encontradas no exame ao
nlicroscopio eletrénico que j4 nfo tenham sido vistas no corte semifino do mesmo
osloco. Fazem excecdo o0s casos em (ue se procuram alteragdes especificas {por
cxemplo, espessamento ¢ duplicagfio de membrana basal), que s0 podem ser apreciadas
em nivel ultraestrutural,
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Fig. 2 — (a) Corte semifino mostrando perda de fibras mielinicas e espessamento da parede
de wvasos endomeurais em um caso de polineuropatia diabética (Azul de toluidina, 100X);
(b) Eletromicrografia de vaso endoneural em um caso de meuropatia diabética mostrando
duplicagdo da membrana basal (setas) (4400X).
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Fig. 4 — (a) Eletromicrografia de um axénio desmielinizado circundado por prolongamentos de
célula de Schwann e fibras coldgenas em um caso de doenca de Charcot-Marie-Tooth (4400X);
(b) Eletromicrografia mostrando proliferagdo concéntrica de prolongamentos de células de
Schwann ao redor de fibra mielinica constituindo um bulbo de cebola (4400°X ).
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O nervo sural é o de escolha para a bidpsia, pois ele engloba todos os requi-
sitos que, segundo Dyck e Lofgren2, devem ser avaliados na selecio do nervo para
a biopsia. Optamos pela realizacio da bidpsia do nervo em toda a sua espessura
em vez da bidpsia fascicular porque, embora esta dltima tenha sido recomendada
para minimizar perdas sensitivas pds-operatorias ou desconforto 2312, Pollock et al.10
seguiram pacientes por 5 ou mais anos apds a bidpsia e ndo acharam qualquer van-
tagem da bidpsia fascicular sobre a de toda a espessura do nervo, no que diz respeito
a perda sensitiva. Concluisam eles que o ultimo procedimento era mais simples e
permitia avaliagdo mais completa do nervo. Consideramos importante, ainda, o uso
de métodos morfométricos ¢ quantitativos para determinar a densidade das fibras,
a perda seletiva de um determinado tipo de fibra, o comprimento internodal e a
contagem de fibras amielinicas. Tais métodos tém sido realizados de rotina em
muitos centros, o que tem sido facilitado pelo uso de analisadores de imagem 5.
Enfatizamos a necessidade de serem estabelecidos os critérios de normalidade do
nervo sural, o que ja foi descrito inclusive nas diversas idades 6-9 pois, como se sabe,
reducdo do ndmero de fibras, degeneracdo axonal, desmielinizagio e remielinizacio
podem ser normalmente encontradas em pacientes idosos. Apesar disso, achamos
de utilidade estabelecermos nossos proprios controles para as diversas idades, o que
temos conseguido pela retirada do nervo sural de pecropsias de pacientes sem historia
cu sintomatclogia relacionada com os nervos periféricos e, nos quais, o nervo pode
ser retirado em curto espago de tempo entre o Obito e o inicio da necrdpsia. A micro-
disseccdo de fibras é necessaria para o estudo da natureza e topografia das alteragdes
do axdnio e da mielina ao longo de fibras isoladas, o que dificilmente € conseguido
num corte histolégico, mesmo quando muito bem orientado [ongitudinalmente.

No que diz respeito aos nossos resultados, observamos que coincidem com os de
Dyck et al® que, usando técnicas semelhantes as nossas, conseguiram a classificacio
das neuropatias em 76% dos pacientes. Destas, 42¢; eram doengas hereditarias, 21%
eram poliradiculoneuropatias inflamatérias desmielinizantes, 13% tinham neuropatias
associadas a outras desordens e 249, ndo foram diagnosticadas. Também em nossc
material 29,59 nao foram diagnosticadas seja porque o nervo estava com padrio
morfologico dentro dos limites de normalidade ou porque as alteragdes encontradas
eram discretas e insuficientes para a conclusdo diagnostica ou, ainda, a perda axonal
era tdo severa, indicando uma neuropatia em estigio final, que era dificil estabelecer
sua etiologia. Os autores mencionados enfatizam que, em muitos dos casos de neuro-
patias hereditdrias, o diagnostico foi possivel a partir da avaliacdo da familia dos
pacientes, o que também aconteceu em nosseos casos.

Em relagdo ao estudo de Werneck 13, no qual técnicas convencionais foram
usadas, a conclusdo diagndstica em 22¢ dos casos contrasta com nossos achados de
70 de casos diagnosticades, diferenca que atribuimos em grande parte as técnicas
utilizadas. E ainda, em nossa casuistica, ndo incluimos neuromas e neurofibromas,
0s quais estavam incluidos nos casos diagnosticados de Werneck13, Analisando nossa
incidéncia de normalidade (15,49 ), comparada a desse autor (37¢), fica demonstrada
mais uma vez a vaotagem do método, pois alteracdes sutis, tais como perda discreta
de fibras, s0 sfo aparentes em cortes semifinos e, comg citamos anteriormente, se
tivéssemos analisado apenas nosso material incluido em parafina terfamos chegado
a um ndmerc muito menor de diagndsticos, dado que muitos dos nervos pareciam
normais histologicamente.

As polineuropatias foram mais frequentes (que as mononeuropatias 0 que era
de se esperar j4 que, como em outras séries 311 as doengas hereditarias constituiram
a maijor parte das neuropatias ¢ se apresentaram como polineuropatias.

Concluimos comentando que, uma vez indicada a bidpsia, esta deve ser reali-
zada com o minimo de trauma, devendo-se levar em consideragho a rapidez da fixagéo
para permitir boa preservacdo do material jd que artefatos, principaimente na morfo-
logia da mielina, podem prejudicar a analise do material. De qualquer forma £
importante ficar claro que o exame completo de uma bidpsia de nervo é procedimento
complexo, que consome o tempo do patologista, dai dever ser praticade levando-se
em consideraciio todos os dados mencionados, para que possamos obter, através desse
exame, o maximo de informagfes possiveis.
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