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A IMPORTANCIA DA BIGPSIA MUSCULAR NO
DIAGNOSTICO DE NEUROMIOPATIAS

LUIZ FERNANDO BLEGGI-TORRES P*, LUCIA DE NORONHA**

RESUMO - As doengas neuromusculares t€ém quadro clinico variado e manifestam-se principalmente em pacientes
jovens, determinando incapacidade funcional progressiva. Avaliagao clinica, eletromiografia, bioquimica
sanguinea e biépsia muscular sio indispensdveis para o correto diagnéstico etioldgico. Apresentamos casuistica
de 124 casos diagnosticados por biépsia muscular com histoquimica enzimadtica, microscopia eletronica e
avaliagdo morfométrica da variagdo no didmetro das fibras afetadas, comentando os principais elementos
diagnésticos andtomo-patolégicos. Necrose muscular, grande variabilidade no didmetro de fibras e infiltragdo
adiposa muscular predominam nos quadros miopaticos distréficos, que representaram 26% de nossos casos.
Redugdo volumétrica com angulagdo das fibras sugeriu origem neurogénica, sendo a alteragdo importante
detectada em 27% de nossos diagndsticos. Miopatia mitocondrial caracteriza-se por actimulos periféricos de
grande quantidade de mitoc6ndrias com ultraestrutura alterada. Cuidados especiais na escolha e coleta da amostra
muscular podem minimizar achados inespecificos ou alteragdes tipo estadio terminal que impossibilitam a
caracterizagdo adequada da doenca.

PALAVRAS-CHAVE: miopatia, doengas neuromusculares, neuro-miopatias, histoquimica, microscopia
eletrdnica.

The role of muscle biopsy in the diagnosis of neuromuscular diseases

SUMMARY - Most of the neuromuscular diseases have similar clinical presentation affecting mainly young
patients. Clinical observations, serum enzymes, eletromyographic studies and muscle biopsy are required for
correct diagnosis. The authors show the results of morphological observations of a series of 124 muscle biopsies
studied between 1988 and 1992 using conventional paraffin embedded material, frozen sections of muscle
tissue stained by several histochemical techniques, electron microscopic observations and, in some cases,
morphometric analysis of the smaller diameter of at least 100 random muscle fibres. Neurogenic atrophy was
present in 27% of the cases (n=33), dystrophic muscle was diagnosed in 26%, mitochondrial myopathy in 7%
while inflammatory and metabolic myopathies were less frequent. In the group of muscle dystrophy most cases
were of Duchenne type showing great variation in fibre size ranging from 10 to 110 microns (mean=30 to 70
microns). There was also muscle necrosis and fatty changes. Neurogenic biopsies showed fibre atrophy with
clustering of nuclei and group atrophy. Electron microscopic observations in cases of Werdnig-Hoffmann showed
tiny fibres with less than 5 microns in great dimension and also with redundant basal laminae. Cases of
mitochondrial myopathy showed the classical ragged red fibres and many different mitochondrial abnormalities
under the electron microscope. Many cases (33%) showed only minor structural abnormalities or end-stage
alterations with marked fatty infiltration and fibrosis so that a definitive diagnosis failed to be achieved. The
correct selection and handling of muscle biopsies is important for adequate diagnosis in neuromuscular pathology.
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As doengas neuromusculares afetam principalmente jovens com quadros clinicos por vezes
dramiticos e incapacidade funcional. Sua caracterizagdo correta € importante, pois determina a
evolug#o clinica e o progndstico permitindo, também, aconselhamento genético nos casos de cardter
familial. O diagnéstico das doengas neuromusculares requer avaliagdo clinica, eletromiografia,
bioquimica sanguinea e biépsia muscular.

Neste estudo, é relatada a andlise de 124 bidpsias consecutivas realizadas no periodo de 1988
a 1992 na Unidade de Patologia Neuro-Muscular (UPNM) do Hospital Nossa Senhora das Gragas
com apoio do Setor de Neuropatologia e Microscopia Eletronica do Hospital de Clinicas, discutindo-
se os achados histolégicos, histoquimicos e ultraestruturais importantes para o diagnéstico.

MATERIAL E METODOS

O material consta de 124 bidpsias musculares enviadas 8 UPNM a fresco, onde metade do fragmento
tecidual recebido foi congelado em nitrogénio liquido a -160 graus e cortado em criostato a 4 micrometros para
posterior estudo enzimdtico. A outra metade foi fixada em formalina tamponada a 10% para estudo convencional
em parafina, corada com hematoxilina-eosina e hematoxilina van Gieson.

O estudo enzimdtico incluiu vérias técnicas especiais de coloragdo como tricrémico de Gomori, SDH,
NADH, miosina ATPase, fosfatase dcida, Oil red O, Sudan Black e PAS 2. A avaliagfo da varia¢do do didmetro
das fibras foi realizada em casos selecionados através da medigdo de seu menor didmetro em pelo menos 100
fibras aleatdrias, em diferentes campos de grande aumento com o auxilio de graticula ocular aferida por micrémetro
de platina. Os resultados foram expressos em histogramas e aferidos juntamente com controles, sempre que
possivel pareados para sexo e idade’. Em alguns casos a bipsia foi submetida a estudo por microscopia eletronica.
Nestes, parte do espécime foi previamente fixada em glutaraldeido a 3%, pés-fixada em 6smio, tratada com
dlcool e 6xido de propileno e incluida em araldite, para cortes semi-finos corados com azul de toluidina e ultra-
finos corados com citrato de chumbo e acetato de uranila. Observagio em microscépio Philips EM300".

RESULTADOS E COMENTARIOS

Das 124 biépsias que fazem parte deste estudo, 77 (62,10%) eram de pacientes do sexo
masculino e 47 (37,90%) de pacientes do sexo feminino. A faixa etdria oscilou de alguns meses de
vida a 79 anos (média: 23 anos). As miopatias prevaleceram na primeira e na terceira décadas, em
que encontramos a distrofia tipo Duchenne com inicio em torno dos 3 a 5 anos, enquanto a tipo
Becker pode aparecer até a terceira década. Ja ao observarmos o grupo das atrofias neurogénicas
notamos dois grandes picos, um na primeira década e que corresponde a doenga de Werdnig-Hoffmann,
¢ 0 outro na quinta e sexta décadas atribufdo as doengas do neurénio motor inferior de aparecimento
mais tardio. Nas doencgas neurogénicas, aproximadamente 27% do total (n=33), as fibras musculares
sofrem atrofia com redu¢do volumétrica e assumem aspecto angulado ou arredondado, notando-se
agrupamentos nucleares devidos a diminui¢do do volume do sarcoplasma com consequente
aproximagio dos niicleos. Inicialmente as fibras lesadas tém distribui¢do aleatdria, mas com o evoluir
do processo aparecem pequenos grupos de fibras atrofiadas (Fig 1). Com a evolugdo, pode ocorrer
reinervagéo colateral formando-se grupos de fibras de um mesmo subtipo histoquimico e o tecido
muscular perde seu aspecto normal, em mosaico, visto numa preparagio com miosina ATPase. Na
doenga de Werdnig-Hoffmann observamos intensa atrofia muscular, com fibras redondas menores
que 5 micrdmetros e detectdveis principalmente em microscopia eletronica (Fig 2). As distrofias
musculares corresponderam a 26% (n=32) em nossa série enquanto Lee'? detectou, em estudo de
200 biépsias musculares de pacientes de Singapura, incidéncia de 12% de casos de distrofia muscular.
Werneck ' relata incidéncia aproximada de 39%. Tal diferenga deve representar vicio de amostragem
sendo necessdrios estudos clinicos e epidemiolégicos para melhor avaliaco.

As distrofias sdo doengas primdrias das fibras musculares que afetam diversas espécies
animais'®, inclusive o ser humano, apresentando-se com necrose, fagocitose, regeneragdo muscular
e variagdo no tamanho das fibras (Fig 3). Avaliacdo morfométrica demonstrou que didmetros das
fibras oscilaram de 10 a 110 micrdmetros (normal: 30 a 70 micrdmetros). H4, ainda, infiltragdo
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Fig 1. Atrofia neurogénica demonstrando atrofia  Fig 2. Microscopia eletronica de miisculo de paciente
em grupo de fibras tipo 1 as quais tém aspecto com Werdnig-Hoffmann demonstrando fibras
angulado com acentuada redugdo volumétrica se pequenas com perda de estrutura interna e
comparadas as demais fibras preservadas. Miosina  pregueamento de membrana celular com redunddncia
ATPase pH 9.4 x400. de ldmina basal (seta). x15000.

gordurosa que leva a pseudo-hipertrofia de grupos musculares. S3o classificadas de acordo com o
quadro clfnico, severidade e padrdo de transmissdo genética. Nossa casuistica revelou que distrofia
tipo Duchenne corresponde a 31,25% dos casos diagnosticados (n=10), tipo congénita e cinturas a
25% dos casos cada (n=8), tipo face-escdpulo-umeral a 12,5% dos casos (n=4) e distrofia de Becker
e miotdnica a aproximadamente 3% dos casos cada (n=1). Acredita-se ocorrer, nestas entidades,
anormalidade intrfnseca da fibra muscular que leva a sua destruigdo. Especula-se que na distrofia
tipo Duchenne ocorra desordem a nivel de membrana celular, com afluxo de fons célcio em excesso
provocando a morte celular. Este defeito poderia estar ligado a deficiéncia de distrofina que € uma
protefna do citoesqueleto encontrada na superficie interna da membrana de fibras musculares normais,
porém ausente em pacientes com Duchenne e deficit4ria nos pacientes com distrofia de Becker®%1!.
Recentes observagdes na estrutura primdria das glicoprotefnas corroboram a hip6tese de que a redugéo
nesta substincia em pacientes com Duchenne e Becker levaria a perda de ligagGes entre o sarcolema
e a matriz extracelular, tornando as fibras mais susceptiveis a necrose’.

A elevada incidéncia nesta casuistica de miopatias mitocondriais, doenga rara, deve-se a
identificagdo de diversos membros de uma mesma familia residente nesta localidade e afetados por
miopatia mitocondrial e epilepsia mioclonica'. As miopatias mitocondriais (aproximadamente 7%
dos nossos casos) compdem grupo complexo e heterogéneo de desordens neuromusculares devidas
a defeitos bioquimicos afetando o metabolismo mitocondrial. Na bi6psia muscular encontram-se
fibras com arquitetura alterada devido a acimulo periférico de material granular, o qual é vermelho
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Fig 3. Distrofia muscular demonstrando fibra Fig 4. Microscopia eletronica de fibra muscular de
hipercontrdtil e hialina em necrose inicial (N) paciente com miopatia mitocondrial demonstrando
circundada por fibras que sofreram fagocitose (seta) mitocondrias alongadas contendo inclusées
e outras com niicleos internalizados. Hd grande paracristalinas anormais. x30000.

variag¢do no didmetro das fibras. HE. x100.

ao tricrdmico de Gomori modificado e positivo para enzimas oxidativas tipo succinil desidrogenase
e tetraz6lio redutase. Na microscopia eletrdnica hd aumento do miimero de mitocndrias com alteragdo
em forma e tamanho, anormalidades no padréo das cristas e presenga de inclusGes para-cristalinas
(Fig 4).

Contamos ainda com 3 casos de miopatias inflamatérias (dermatopolimiosites), grupo de
etiologia obscura, ocasionado por provavel mecanismo imunolégico relacionado a hipersensibilidade
tardia mediada por células. A andlise da bi6psia muscular demonstra presenga de grande mimero de
fibras em necrose com fragmentagio citoplasmaética ou aspecto vitreo. A regeneragdo muscular é
proeminente com fibras de aspecto basofilico e micleos vesiculosos. Observam-se, ainda, focos de
infiltrado linfocitério perivascular e intersticial com ocasionais plasmdcitos. A hipertrofia de fibras
musculares € rara em contraste com as distrofias, porém frequentemente nota-se atrofia de fibras
com distribuigao perifascicular atingindo didmetros de até 10 micrdmetros. Nossa baixa incidéncia
de polimiosite (2,4%) diagnosticada em bi6psias aproxima-se das observa¢des de Werneck?. Se
comparada aos 23% dos casos diagnosticados por Lee'?, a diferenga pode ser explicada pelo fato de
que em nosso meio as miopatias inflamatérias sdo diagnosticadas pela clinica, testes laboratoriais,
eletrofisiolégicos e terapéuticos com imunossupressores, sendo infrequente a necessidade de biépsia
muscular.

As miopatias metab6licas correspondem a defeitos bioquimicos préprios da fibra muscular,
com aciimulo de substincias em quantidades anormais que impedem o funcionamento adequado do
tecido muscular, ou a anormalidades enddcrinas ou metabdlicas sistémicas determinantes de doenga
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neuromuscular. A bidpsia representa a Gnica maneira de confirmagio diagnéstica. Observamos
vactiolos sarcoplasmaticos (miopatia vacuolar) contendo substancias variadas conforme o processo
patolégico basico e caracterizdveis por estudos histoquimicos enzimaticos e microscopia eletronica.
Em nossa casuistica relatamos 2 casos de deficiéncia de carnitina (1,5%). Normalmente essa proteina
encontra-se em grandes quantidades na fibra muscular ¢ é responsdvel pelo transporte de 4cidos
graxos de cadeia longa do citoplasma para a mitoc6ndria, onde sofrem beta-oxidag@o. Sua deficiéncia
induz a quadro de fraqueza muscular por vezes afetando a musculatura cadfaca, com consequente
insuficiéncia cardiaca. A administrac@o ex6gena desta substincia minimiza o quadro neuromuscular
nas formas miopé4ticas puras*!®!3,

Outros diagnésticos observados incluem miastenia gravis (n=1), doenga autoimune
caracterizada por alteragdo da transmissao neuromuscular devida a presenca de anticorpos circulantes
anti receptores de acetilcolina pés-sindpticos. Nesta situac#o, a biépsia muscular € pouco realizada,
pois o quadro clinico e as provas terapéuticas estabelecem o diagndstico na maioria dos casos.
Entretanto, em nosso caso e nos relatos de literatura®’ hd atrofia de fibras tipo I com focos ocasionais
de infiltrado linfocitdrio e alteragdes no padrdo da jun¢io neuromuscular & microscopia eletrdnica,
como simplificacdo das pregas pés-sindpticas e redu¢do do mimero de receptores de acetilcolina na
membrana sarcoplasmaética.

Observamos, também, aproximadamente 26% de casos inconclusivos, a maioria deles sendo
devida a escolha inapropriada do grupo muscular a ser biopsiado, ou a fase clinica inicial do processo
sem lesdo muscular estabelecida e em que a andlise da biépsia demonstrou apenas altera¢des minimas,
incaracteristicas. Nestes casos, se nova bidpsia fosse realizada em grupo muscular adequado ou
durante a fase estabelecida da doenca, provavelmente o diagnéstico final seria determinado. Outras
causas de laudos inconclusivos foram artefatos de compressdo e material insuficiente ou ndo
representativo de tecido muscular. Estes sdo casos geralmente provenientes de servigos sem a devida
orientag@o para a colheita dessas amostras.

Nota-se ainda que em 9 casos (7,3%) s6 nos foi possivel considerar o diagnéstico de doenga
muscular em estadio terminal, o qual € proveniente da anélise de uma bidpsia muscular contendo
alteragdes extremamente avangadas como intensa fibrose e infiltragdo adiposa, alteragdes comuns a
vérias neuromiopatias em fase final de evolugdo. Torna-se, assim, impraticdvel a elucidacdo do
processo que lhe deu origem.

CONCLUSAO

A injiria muscular pode ter origem em doengas que afetam o neur6nio motor (doengas
neurogénicas), naquelas que alteram a transmissdo neuromuscular ¢ em doengas que agridem
primariamente a fibra muscular (miopatias). Entretanto frequentemente as apresentagdes clinicas
sdo comuns a vdrias desordens neuromusculares e, devido a este fato, a biépsia muscular é o exame
que define o diagndstico'®. Na presente casuistica a biGpsia muscular permitiu o diagndstico etiol6gico
em 75% dos casos. Para tanto, as técnicas utilizadas devem sempre incluir anélise do material
congelado em nitrogénio liquido para a pesquisa de padrao enzimatico muscular, complementado
por avaliagdo morfométrica e microscopia eletrénica que oferece importantes subsidios andtomo-
patolégicos. Os critérios histol6gicos utilizados para a separacio entre doengas neurogénicas €
miopdticas sdo bem estabelecidos, como demonstrado neste estudo e em outros®>¢1¢1%, de maneira
que a necrose, regeneracao e hipertrofia de fibras musculares sdo indicadores de miopatia. Entretanto
¢ importante lembrar que nas fases avangadas de atrofias neurogénicas podemos identificar fibras
aumentadas de volume, o que significa hipertrofia compensatéria, bem como infiltra¢do adiposa e
mesmo focos de necrose. Estas alteragoes, conhecidas como pseudo-miopéticas, podem trazer grande
dificuldade diagnéstica, pois induzem a diagnésticos de miopatias primdrias ao invés de lesdes de
origem neurogénica.
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Tanto o uso de um método adequado de coleta como a escolha correta do grupamento muscular
a ser biopsiado sdo importantes para o sucesso deste recurso diagnéstico. Nossas bidpsias foram, em
sua maioria, realizadas a céu aberto por servigos devidamente orientados quanto as técnicas de
manejo deste material. O grupamento muscular a ser biopsiado deve ser sempre aquele envolvido
clinicamente pela doenca, excluindo-se os severamente afetados, onde somente alteragdes compativeis
a doenga muscular em estadio terminal sdo esperadas'.
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