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DOENCA DE LAFORA

DIAGNOSTICO PELA BIOPSIA DE MUSCULO ESQUELETICO

RELATO DE CASO

ALZIRA ALVES DE SIQUEIRA CARVALHO™, VIVIANA PALOU**,
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RESUMO - Uma paciente de 16 anos apresentava epil epsiamiocl onica causada peladoencade Lafora. A biopsia
muscular mostrou padrdo vacuol ar nasfibras musculares com as reagfes ni cotinamida adeninatetrazolium redutase
desidrogenase, hematoxilina-eosinae PAS. O aspecto morfol gico permite o diagnostico atravésdabiopsia
muscular. Este éum procedimento menos agressivo que abiopsiade figado e de cérebro. A microscopiaeletronica
deve ser reservada paracasos nos quai's as al terages muscul ares ami croscopia optica sdo muito discretas deixando
dividas quanto ao diagnéstico.

PALAVRAS-CHAVE: doencade Lafora, misculo, biopsia

L afora’ sdisease: diagnosisby musclebiopsy (casereport)

ABSTRACT - A 16-year-old female patient had myoclonic epilepsy caused by Lafora s disease. Muscle biopsy
showed a prominent splitting pattern in musclefiberswith the ni cotinamide adeni ne nucl eotide dehydrogenase-
tetrazolium reductase reaction, hematoxylin-eosin, and PAS stains. This morphol ogic appearance of thetissue
permits diagnosis using the benign technique of musclebiopsy. The ultrastructural examination of muscle may
be necessary to confirm the diagnosis of Laforamyoclonus epilepsy if light microscopical findingsare equivocal.
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A doenca de Lafora é desordem rara, autossdmica recessiva, com inicio na adolescéncia
precoce, entre 6 e 19 anos de idade, com sobrevidamédiade 10 anos' 2. O diagnéstico pode ser feito
através da biopsia de figado, pele, mUsculo esquelético e cérebro, caracterizando-se pela presenca
dos “corpos de Lafora“ neste Ultimo ou, pela presenca de estruturas amorfas glicogénio-similes no
figado, pele ou musculo esquelético**¢. Segundo Neville et al.* em 1891, Unverricht descreveu a
formafamiliar da epilepsia mioclénica; em 1911, Lafora descreveu as “inclusdes intraneuronais’ no
sistemanervoso central como estruturas de diferentes tamanhos e morfologia. O estudo das alteragtes
musculares na doenca de L af ora teve avanco importante a partir de 1974, quando a biopsia muscular
passou a ser considerada como procedimento Util em seu diagndsticot>7.

As epilepsias miocl6nicas sintométicas, compreendem grande niimero de enfermidades que ndo
podem ser distinguidas clinicamente. A doenca de Lafora caracteriza-se pel o aparecimento precoce de
crises epilépticas, a maioria mioclénicas, seguidas por alteragbes piramidais, cerebelares e
extrapiramidais. Sabe-se que existe aciimulo anormal de polissacarides em diferentes tecidos; porém,
a alteracdo metabolica permanece ainda indefinidef. O diagndstico definitivo so € possivel através
debiopsia“®.
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Myogenética— Laboratorio de Doengas Neuromusculares. Aceite: 21 agosto 200

Dra. Alzira Alvesde Squeira Carvalho - Rua Jacques Felix 326/15 - 04509-001 So Paulo SP - Brasil.



Arg Neuropsiquiatr 2000;58(4) 1119

Com o presente caso permitimo-nos sugerir que a biopsia muscular pode ser utilizada como
instrumento diagndstico na doenga de Lafora, considerando que os achados de biopsia sdo préprios
a doenca, empregadas as coloragdes histoquimicas especificas. Além disso, a biopsia muscular
possibilita o diagnéstico através de procedimento de facil execugdo e menos agressivo que a biopsia
hepética ou cerebral. Apresenta ainda como vantagem adicional, a possibilidade de realizar o
diagndstico diferencial com outras enfermidades que também cursam com epilepsia miocldnica,
COmo &s citopatias mitocondriais, glicogenoses / lipidoses.

CASO

Tratava-se de paciente do sexo feminino com 16 anos, natural de Obidos(PA), vistano Servico de
Neurologiado Hospital SantaMarcelinaem maio de 1999. Aos 10 anos, apaciente apresentou aprimeiracrise
convulsivadurantejogo devideogameiniciando uso defenobarbital e desde entéo, comegou agpresentar mudancas
no comportamento tornando-se rebel de. Apds 6 meses deste evento, apresentou nova crise convul sivaténi co-
clénicageneralizadanovamente durante uso de videogame. As crises epil épti cas passaram aocorrer comintervalo
de aproximadamente 2 meses apesar do uso regular de anticonvulsivantes. A quedano desempenho escolar foi
observadaapartir dos 13 anos. Aos 14 anos passou aapresentar dificuldade paradeambular etremor, o Gltimo
observado principa mente naescrita e durante aalimentacdo. As crises epilépticastornaram-se maisfrequentese
dedificil controle apesar do uso regular de fenobarbital 200 mg/dia, carbamazepina600 mg/diae clonazepan 1
mg/dia. Ascrises caracterizavam-se por versao 6cul o-cefédlicaparadireita, movimentosinvoluntéarios do membro
superior direito egeneraizagdo secundéria, além de miocl oniasgeneralizadas, que ocorriam tanto espontaneamente
como desencadeadas por estimul os externosvisuais etéteis. Aos 15 anos mostrava-se total mente dependente
pararealizar asatividades davidadiéria. Os antecedentes obstétricos revelavam gestago sem intercorréncia,
tendo a paciente nascido de parto normal, atermo, com apresentagdo pélvica. A presentou sarampo aos 4 anos.
Dos antecedentes familiares destacam-se que 0s pais S80 primos em terceiro grau e que ndo hanenhum outro
membro dafamiliacom quadro clinico semelhante.

Quando admitidano Servico de Neurologiado Hospital SantaMarcelina, a paciente encontrava-se
consciente, pouco col aborativaao exame, desatenta, néo obedeciaordensverbais simplese, apesar de olhar ao
chamado verbal, parecianéo enxergar e ndo estabel ecia contato com o examinador. O exame clinico geral ndo
mostravaanormalidades. A forgamuscul ar estavaaparentemente preservada; osreflexosprofundosmostravam-
se hipoativos e simétricos; ocorriatremor cefélico em negagdo e tremor das méos durante os movimentos. Além
disso, eraevidente aataxiade tronco. Observou-se nistagmo espontaneo horizontal erotatério, eafundoscopia
convencional ndo revelou alteracfes. As demais provas do exame neurol égico ficaram prejudicadas devido a
pouca colaboragdo da paciente .

Os seguintes exames | aboratoriaisachavam-se dentro doslimitesnormais: hemograma, glicemiadejgum,
uréia, creatinina, transaminases, bilirrubinas, fosfatase alcalina, gama GT, creatinof osfoquinase, cobre sérico,
ceruloplasmina. O exame de liquor, incluindo imunoel etroforese de proteinas, ndo evidenciou alteracdes
significativas. Osexamesdeimagem, sgaRX detdrax, tomografiacomputadorizadaeressonanciamagnéticade
cranio foram normais. O exame de potencia evocado visua foi impossivel de ser realizado por absolutafatade
colaboragéo dapaciente. O examedeé etrencefa ografia(EEG), realizado em sonoinduzido por benzodiazepinico,
mostrou atividade paroxistica caracterizada por ondas agudas de projegao naregido temporal do hemisfério
cerebral esquerdo.Foi realizada biopsiado miscul o biceps braquial esquerdo.

O critério diagndstico para o caso em questéo foi baseado no quadro clinico de crises epil épticas tonico-
clénicas generalizadas e crises miocl dnicas iniciando-se naadol escéncia precoce, ataxia, disartriae amaurose
associadaademénciaprogressiva Osestudoslaboratoriai s que confirmaram o diagndstico foram asanormalidades
no EEG e os achados da biopsiamuscular, esta Ultimarevelando material PAS positivo no miscul o esquel ético,
idéntico ao reportado em poucos casos previamente publicados.

Microscopia éptica - Foi obtido do misculo biceps braguial esquerdo fragmento de aproximadamente
0,4x0,8x0,6 cm. Secdes de 8 micrade espessura, foram cortadas em criostato a 30 graus Celsius negativos e
preparadas usando métodos padrdes de histol ogia e histoquimica. As seguintes colorages foram realizadas:
hematoxilina-eosina, tricromo de Gomori modificado, &cido periodico de Schiff (PAS), “oil red O” (ORO),
desidrogenase succinica (SDH), “NADH-tetrazolium redutase’ (NADH), “afa-glicerof osfato desidrogenase”
(menadiona), ATPase 4,3 9,4, fosfatase &cida, citocromo C oxidase e vermelho do Congo. N&o foi realizada
col oragdo com diaminobenzidina—peroxi dase e suaposterior inibigdo com 6-aminotriazol por dificul dadestécnicas.

Microscopia 6ptica comhistoquimica - Cortestransversaisdo muscul o bicepsmostraram discretavariagéo
no calibre das fibras musculares sem proliferaco do tecido conjuntivo endomisial e perimisial. Fusos
neuromuscularesndoforamvisudizados(Fig.1). A maior partedasfibrasmuscul ares, continhanumerosas estruturas
arredondadas, com aspecto granular medindo cercade 1-2 micraque se coraram em cor plrpuracom hematoxilina-
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eosinae com tricromo de Gomori modificado (Figs.1,2 e 3). Em distribui¢ao semel hante, acimul os densos de
diformazan nagquel as estruturas arredondadas foram demonstrados com NADH (Fig. 4). Leve atividade dasuccino
desidrogenase estavapresente naperiferiados depdsitos mas, ndo em seu interior. Os depdsitos eram positivoscom
PAS (Fig 5). Asestruturas mencionadas eram mai s numerosas e maiores nasfibrasdo tipo |. A fosfatase écida
mostrou positividade somente ao redor dos depdsitos. Asdemai s col oragdes ndo trouxeram novos dados.

DISCUSSAO
O presente caso, mesmo sem biopsiade cérebro, biopsia de figado ou biopsiade pele, ndo nos

deixa dividas quanto ao diagnéstico de doenga de Lafora. Os achados clinicos e as ateragfes no
muscul o esquel ético sdo consistentes com o que foi reportado anteriormente.

As dteragBes encontradas no EEG néo foram tipicas da doenga. Uma explicagéo possivel
seria o fato de que a paciente realizou o EEG durante sedagéo por benzodiazepinico devido aos
movimentos involuntérios (mioclonias) que impossibilitaram sua realizagdo em vigilia, devido aos
frequentes artefatos técnicos. Possivelmente, o uso de benzodiazepinico, por aumentar a atividade
beta, poderia ter ocultado as espiculas que sdo habitual mente encontradas nesta patologia®. Porém
cabe considerar que 0 sono sensibiliza o aparecimento de ondas agudas, que podem ser observadas
na doenca de Lafora, de modo focal ou multifocal°.

Com relagdo a biopsia muscular, alguns autores relatam alteragBes proprias da doenca que
permitem um diagndstico em vida, sem aobrigatoriedade de utilizarmos procedimentos mai's agressivos
como biopsiacerebral edefigado>7. Carpenter e Karpati® relataram autilidade dabiopsiadeglandula
sudoripara para o diagnéstico da doencga de Lafora; entretanto, esse procedimento ndo excluiriauma
enfermidade mitocondrial. N&o ha relatos na literatura quanto a existir correlacdo entre o tempo de
evolucdo da doenga e a intensidade das alteracdes encontradas no musculo. Assim, recomenda-se 0
estudo por microscopia eletrénica naguel es casos em que os achados na microscopia Optica ndo se
mostrarem conclusivost. O achado andtomo-patol égico mais caracteristico € a presenca “inclusdes
intraneuronaisde Lafora’ no cérebro. Este material foi identificado como polissacaridesem diferentes
estudos. Material semelhante foi encontrado no musculo cardiaco, figado e muisculo esquel ético®.

Segundo Coleman et a.”, nadoencade L afora parece haver um distrbio metabdlico generalizado
de depésito, que poderia ser classificado como uma “doenca de depdsito de glicogénio”. A reacdo
positiva pelo PAS é a caracteristica marcante nos achados de biopsia; entretanto, ndo é especifica da
doencade Lafora’. Cinco outras glicogenoses podem causar depdsito de glicogénio anormal no misculo
esquelético ou auséncia especifica de uma das enzimas da via glicolitica: tipo |1 ou doenca de Pompe
(deficiéncia da maltase &cida); tipo |11 ou doenca de Cori-Forbes (deficiéncia da desramificacéo); tipo
IV ou doenca de Andersen (deficiéncia da enzima de ramificago); tipo V ou doenca de McArdle
(deficiéncia dafosforilase muscular); tipo V11 ou doenga de Tarui (deficiénciadafosfofrutoquinase)’ 1.

Os defeitos enziméticos acimadescritos, foram excluidos no presente caso pelo quadro clinico
distinto eevolugdo. Vaerelembrar que os vactol os observados no espécime estudado foram negativos
para fosfatase &cida comprovando que os depdsitos vistos ndo sdo lisossomos.

Em relagdo as citopatias mitocondriais, algumas observacdes sdo importantes, considerando
que o quadro clinico e evolugdo podem ser mesmos da doenga de Lafora. Apesar da reacéo pelo
tricromo de Gomori modificado ndo mostrar fibras rajadas de vermelho, achado esse caracteristico
das desordens mitocondriais, somente as reagdes histoquimicas (NADH, menadiona, COX e, mais
especificamente, SDH), poderiam esclarecer a natureza daguel as estruturas, afirmando ou excluindo
que setratassem de mitocondrias. A coloragdo pelo NADH, mostraum depdsito denso de diformazan
nas estruturas arredondadas. Segundo o mecanismo da producgdo de energia, esse depdsito seria
compativel com aparticipagdo do transporte de €l étrons naformacdo daquel as estruturas®. Entretanto,
areacdo com SDH ndo foi positiva no interior dessas estruturas e sim na periferia permitindo-nos
concluir que ndo eram mitocondrias. A reacdo pelo ORO mostrou que os depdsitos ndo reagiram
positivamente, o que possibilita afastar uma alteracdo no metabolismo dos lipides. Mas &final, qual
area natureza desses depdsitos?
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Fig 1. Hematoxilina-eosina. Fig 2. H.E.: fibracomnumerosas estruturasarredonda-
das decor plrpura.
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Apesar de néo ter sido realizada a reaco pela diaminobenzidina peroxidase pH6 e pH9, é
importante ressaltar seu papel naidentificacdo dessas estruturas .Segundo Carpenter et al .°, acredita-
se que esses depdsitos sejam peroxissomos. A catalase, enzima presente no musculo normal, € um
marcador universal para 0s peroxissomos°. A reacdo diaminobenzidina peroxidase no pH 9 mostra
uma forte reatividade nas estruturas arredondadas. Esta atividade foi quase completamente inibida
pelo 6-aminotriazol, indicando que a reagdo pela diaminobenzidina foi causada pela atividade
peroxidética da catalase dentro das organelas. A reacdo pela diaminobenzidina peroxidase no pH 6
mostra atividade granular e difusa nas células musculares do musculo normal com ambas atividades
mais intensas nas fibras do tipo |. Essa atividade mais intensa, granular, é decorrente da atividade
peroxidética da metade heme da citocromo C oxidase. A atividade homogénea é atribuida a acéo
peroxidética damioglobina. Jano pH 9, mitocondria e mioglobinando reagem e, portanto, aatividade
presente nos depdsitos deve ser decorrente da atividade da catal ase nos peroxissomos™!213, DeDuvec
e Baldhuin acreditam que, em alguns tecidos, 0s peroxissomos tenham um papel na gliconeogénese’.
Visto que, 0 material encontrado na doenca de Lafora é composto por carboidratos como a reagdo
pelo PAS positivo demonstra, a participagéo dos peroxissomos na génese do material encontrado é
justificada.

As mioclonias ocorrem em variadas desordens, as quais ndo podem ser diferenciadas
clinicamente. A doenca de L afora € uma doenca genética cujo defeito enzimético permanece obscuro
apesar dos achados que acabamos de expor. O diagnostico ainda depende da biopsia. A biopsia
cerebral e hepética, apesar de diagnosticas, sdo atamente invasivas, com indices de complicagoes e
dificuldades técnicas que ndo podem deixar de ser consideradas.

Apesar de ndo haver estudos clinicos correlacionando os achados da biopsia muscular com o
tempo de evolugdo dadoenca, Carpenter et al. afirmam que, nasfases precoces dadoenca, os achados
no muscul o esquel ético podem ser duvidosos®. O caso relatado é o primeiro de nosso servigo em que
optamos pel o diagndstico através dabiopsiamuscular evitando a biopsiade figado e biopsiacerebral
jaque abiopsiaretal ndo é utilizada®.

Frente ao exposto sugerimos a realizacdo da biopsia muscular com microscopia éptica para
definir o diagndstico excluindo outras enfermidades e evitando procedimentos mais agressivos. A
reacdo pela diaminobenzidina peroxidase deve ser feita sempre que possivel, pois corrobora os
achados descritos. A microscopiael etronica so sefard necessaria naquel es casos em que amicroscopia
Optica deixar ddvidas.
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