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RESUMO

Introducio: o musculo esquelético humano ¢ formado por fibras musculares tipo 1, 2A e 2B,
as proporg¢des e tamanho dos tipos de fibras sao semelhantes e formam um mosaico. Quando
as fibras musculares tipo 1 forem, pelo menos, 12% menores que as fibras musculares tipo 2
ha presenca de Atrofia de Fibras Musculares Tipo 1 (AFMT1). A AFMT1 ¢ considerada um
sinal patoldgico, relacionado principalmente a doengas musculares, mas nao ¢ um achado
exclusivo dessas doencas. Hé poucos dados sobre a frequéncia e as caracteristicas dessa
condi¢do, principalmente em se tratando de pacientes adultos. O objetivo deste estudo ¢
avaliar caracteristicas clinicas e histologicas em criangas e adultos com AFMT1 como
diagnostico histopatoldgico. Métodos: este ¢ um estudo retrospectivo que incluiu 49 pacientes
com diagnostico histopatologico de AFMTI1. Os pacientes foram divididos em 2 grupos:
grupo A, composto por 21 pacientes com 14 anos ou mais, € grupo B, composto por 28
pacientes menores de 14 anos. Em ambos os grupos, aspectos clinicos e histologicos foram
avaliados, bem como foram realizadas avaliagdes morfométricas das bidpsias musculares
(afericao do tamanho das fibras musculares, fator de atrofia e hipertrofia). A anélise dos dados
foi realizada pelo programa Computacional Statistical Package for the Social Sciences.
Resultados: em ambos os grupos uma heterogenicidade de doengas foi observada, sendo as
doencgas neuromusculares os diagnosticos mais observados. A Distrofia Miotonica Tipo 1 foi
o diagnostico mais observado no grupo adulto, grupo A, enquanto no grupo infantil, grupo B,
o diagnostico mais frequente foi Miopatia Congénita. A fraqueza muscular foi o sintoma mais
comum em ambos os grupos. Nao houve diferenga estatistica ao comparar quantitativamente
a Atrofia das fibras tipo 1 entre os grupos A ¢ B. Conclusées: O diagnostico histopatologico
de AFMT1 ¢ um achado pouco frequente, mas ¢ um dado importante e util no diagndstico
etiologico em adultos e criangas.

Palavras-chave: Atrofia das fibras musculares do tipo 1. Biopsia muscular. Histoquimica.
Tamanho da fibra. Tipo de fibra muscular.



ABSTRACT

Introduction: The human skeletal muscle is a mosaic of type 1, 2A, and 2B muscle fibers,
with similar ratios and sizes. Type 1 muscle fiber atrophy (TIMFA) occurs when type 1
muscle fibers are at least 12% smaller than type 2 muscle fibers. TIMFA is considered a
pathological entity associated with several muscle diseases, although it does not occur
exclusively in these disorders. Limited data are available regarding the prevalence and
characteristics of this condition, particularly in adults. This study investigated the clinical and
histopathological features of TIMFA in children and adults with a histopathological diagnosis
of this condition. Methods: This retrospective study included 49 patients with
histopathological diagnosis of TIMFA. Patients were categorized into group A (21 patients
aged >14 years) and group B (28 patients aged <14 years). Clinical and histopathological
characteristics, as well as morphometric features based on muscle biopsy (measurement of
muscle fiber size, atrophy, or hypertrophy) were evaluated in both groups. Data analysis was
performed using the Statistical Package for the Social Sciences software. Results: Both
groups showed heterogeneity of diseases; however, most patients were diagnosed with
neuromuscular conditions. Type 1 myotonic dystrophy and congenital myopathy were the
most common diagnoses in adults (group A) and in infants (group B), respectively. Muscle
weakness was the most common symptom in both groups. No statistically significant
intergroup difference was observed in quantitative parameters of TIMFA. Conclusions:
Histopathological diagnosis of TIMFA is an uncommon but important and useful finding in
establishing etiological diagnosis in adults and children.

Keywords: Type 1 muscle fiber atrophy. Muscle biopsy. Histochemistry. Fiber size. Fiber
muscle type.
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1 INTRODUCAO

O musculo esquelético humano corresponde a cerca de 40% da massa corporal e tem
importante fungdo motora. E formado por fibras musculares tipos 1, tipo 2 A, tipo 2 B e tipo 2
C. As proporg¢des de fibras dos tipos 1, 2A e 2B sdo parecidas, com pequenas diferencas de
acordo com a fun¢do principal do musculo, e formam um mosaico. A fibra muscular tipo 2C
ndo esta presente (ou em pequena propor¢ao) no musculo maduro, porém ocorre no feto e em
condigdes patoldgicas. Essa distribuicao das fibras musculares € plastica, pois elas t€ém a
capacidade de se remodelar para adaptar o musculo aos diferentes usos e estados metabodlicos.
DUBOWITZ; OLDFORDS; SEWRY, 2013; SANCHEZ et al., 2013).

O diametro das fibras musculares varia de 10 a 80 micrometros (um), sendo que as
fibras tipo 1 e tipo 2 tém tamanho e distribui¢do semelhantes. E quando as fibras musculares
tipo 1 forem ao menos 12% menores que as fibras musculares tipo 2, considera-se que ha
Atrofia de Fibras Musculares Tipo 1 (AFMT1), sendo um sinal patolégico principalmente
relacionado a doengas musculares. Ja a Atrofia de Fibras Musculares Tipo 2 (AFMT2) ¢
considerada um dado patoldgico inespecifico, uma vez que pode ser encontrada em uma
variedade de doencas, incluindo doencas do Sistema Nervoso Central. (DUBOWITZ;
OLDFORDS; SEWRY, 2013; IMOTO ; NONAKA, 2001).

Dessa forma, a AFMT]1, como diagnoéstico histopatologico, ¢ um dado importante que
pode auxiliar na elucidacdo da fisiopatologia da doenca bem como no diagndstico etiologico.
Hé4 poucos dados sobre a frequéncia e as caracteristicas dessa condi¢do, relacionada,

principalmente, a humanos adultos.
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1.1 O MUSCULO ESQUELETICO

O musculo esquelético ¢ derivado, embriologicamente, da mesoderme, e sua
diferenciagdo e desenvolvimento sdo controlados por um grupo de fatores de transcricao
chamados Fatores Miogénicos Reguladores. Uma vez ativados, esses fatores se ligam a regides
especificas do DNA, estimulando a transcri¢cao de genes. Esse mecanismo expressa o fenotipo
da fibra muscular, pois controla a expressiao das proteinas miofibrilares, regulando a
diversidade, a plasticidade e a especializagdo do musculo esquelético. Assim, os fatores de
transcrigdo transformam as células mesodérmicas em mioblastos, ¢ estes se transformam em
miocitos, células mononucleadas, que a seguir se unem caracterizando a fibra muscular
multinucleada. A diferenciagdo dos tipos de fibras musculares, isto ¢, fibras tipo 1 e tipo 2,
inicia-se gradativamente a partir da 20" semana de vida fetal e se torna visivelmente
diferenciada apos a 28" semana. (DUBOWITZ; OLDFORDS; SEWRY, 2013).

O musculo esquelético ¢ formado por fibras musculares que sdo células cilindricas
longas e multinucleadas que contém miofibrilas, as proteinas miofibrilares miosina e actina. Os
numerosos nucleos se localizam na periferia da fibra, proximo ao sarcolema (membrana da
fibra muscular), que ¢ envolvida pelo endomisio, tecido conjuntivo. (DUBOWITZ;
OLDFORDS; SEWRY, 2013).

A molécula de miosina é composta por seis polipeptidios: duas cadeias pesadas e 4,
leves. As cadeias pesadas contém uma regido chamada de Cabeca da Miosina, a qual interage
com a actina e permite a contragdo muscular. Essa regido da cabeca também contém um sitio
de ligacdo do Trifosfato de Adenosina (ATP) e serve como enzima (Adenosinetrifosfatase
[ATPase]) para a hidrélise do ATP em Difosfato de Adenosina (ADP) e Fosfato Inorganico,
que fornece a energia necessaria para a contracdo muscular. As cadeias pesadas de miosina sdo
diferentes em cada tipo de fibra muscular e sdo chamadas de Miosina Especifica Isoforme de
Cadeia Pesada (MHC) o que determina o perfil metabdlico e o fendtipo da fibra. (SCOTT;
STEVENS; BINDER-MACLEOD, 2001).

Inicialmente, os musculos eram classificados como sendo rapidos ou lentos, com base
nas velocidades de seu encurtamento. Isso também correspondia a uma diferenga morfoldgica,
sendo os musculos rapidos, brancos em algumas espécies, e os musculos lentos, vermelhos. A
coloragao avermelhada ¢ resultado de elevadas quantidades de mioglobina, proteina
transportadora de oxigénio, ¢ de alto contetido capilar. Assim, o maior volume de mioglobina e
de vasos capilares contribui para a maior capacidade oxidativa dos musculos vermelhos em

comparagdo com os brancos. Com o advento da analise histoquimica, observa-se que ha uma
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correlacdo entre as atividades da ATPase da miosina e a velocidade de encurtamento, podendo-
se, entdo, diferenciar os tipos de fibras musculares na biopsia muscular. Sendo assim, as tais
fibras foram classificadas em tipo 1, lentas, e tipo 2, rapidas, sendo que estas ultimas ainda sao
subdivididas em A, B e C, de acordo com seu metabolismo predominante. (SCOTT;
STEVENS; BINDER-MACLEOD, 2001).

As fibras tipo 1, Miosina Especifica Isoforme de Cadeia Pesada Tipo 1 (MHCI), de
contragdo lenta, t€m metabolismo predominantemente aerobico, apresentando, assim, maior
vascularizagdo, mitocondrias e enzimas oxidativas, bem como maior resisténcia a fadiga. Ja as
fibras tipo 2, Miosina Especifica Isoforme de Cadeia Pesada Tipo 2 (MHCII), de contragao
rapida, t€ém metabolismo predominantemente glicolitico associado ao metabolismo oxidativo
em maior € menor graus, € apresentam menor resisténcia a fadiga.

As fibras tipo 2, conforme j& apontado, sdo subdivididas em:

-fibra tipo 2A: metabolismo glicolitico predominante, mas com maior capacidade
oxidativa do que as fibras tipo 2B;

-fibra tipo 2B: metabolismo glicolitico predominante, com menor capacidade oxidativa;

-fibra tipo 2C: metabolismo glicolitico predominante, com maior capacidade oxidativa
do que as fibras tipo 2A e tipo 2B. Este tipo ndo esta presente (ou em pequena propor¢ao) no
musculo maduro, porém ocorre no feto e em condi¢des patologicas. (DUBOWITZ;
OLDFORDS; SEWRY, 2013; TALBOT; MAVES, 2016).

As proporg¢des € o tamanho das fibras dos tipos 1, 2A e 2B sdo parecidos, formando um
mosaico. Com um ano de idade, o didametro médio da fibra muscular ¢ de 15 um e cresce,
anualmente, de 2 a 4 um, até esta estar madura, com a idade média de 14 anos. (DUBOWITZ;
OLDFORDS; SEWRY, 2013).

O musculo esquelético ¢ um 6rgdo dinamico, que apresenta plasticidade, isto €, as fibras
musculares tém capacidade de alterar suas propriedades fisiologicas e bioquimicas de acordo
com os estimulos a que sdo submetidas. Assim, a distribuicdo e o tamanho das fibras, o
mosaico, podem ser alterados, de acordo com o estimulo, patolégico ou ndo. S@o varios os
estimulos que atuam sobre o musculo, desde idade, hormdnios e atividade fisica. (CICILIOT et
al., 2013; JOHNS; STEPHENS; FEARON, 2013; TALBOT; MAVES, 2016).

A atrofia e a hipertrofia sdo respostas comuns do musculo esquelético. A atrofia esta
relacionada ao estado catabdlico das proteinas estruturais, principalmente as miofibrilas, que
excede o anabolismo. E na hipertrofia ocorre o inverso. Varias condigdes patoldgicas,
hereditarias e adquiridas como doencas neuromusculares, Cancer, Diabetes, Insuficiéncia

Cardiaca, Caquexia, Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV), entre outras, levam a atrofia
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muscular. (CICILIOT et al.,, 2013; JOHNS; STEPHENS; FEARON, 2013; TALBOT;
MAVES, 2016).

Os tipos de fibras musculares sao diferentemente sensiveis aos estimulos atréficos
patofisiologicos. Por exemplo, as fibras tipo 1 s3o mais suscetiveis a inatividade,
microgravidade e atrofia induzida por desnervacdo, enquanto que as fibras tipo 2 sdo mais
vulnerdveis a Caquexia, Diabetes, Insuficiéncia Cardiaca Cronica e Neoplasias. Os
mecanismos patofisiologicos para essa seletividade das fibras ainda nao sdo muito bem
elucidados, mas estudos mostram a influéncia dos fatores de regulagdo de microautofagia, fator
beta de transformagdao do crescimento, fator nuclear, entre outros. (CICILIOT et al., 2013;
TALBOT; MAVES, 2016; WING, 2013).

Os tipos de fibras do musculo esquelético apresentam propor¢des variaveis. O
musculo séleo, por exemplo, ¢ composto, predominantemente, por fibras tipo 1, enquanto que
o musculo triceps braquial, por fibras tipo 2. Essas propor¢des também sdo plasticas, pois as
fibras musculares tém a capacidade de remodelar seus fendtipos para ajudar os musculos a se
adaptarem aos diferentes usos. Dessa forma, condi¢des patologicas podem alterar tanto a
proporgao do tipo de fibras quanto seu tamanho. (TALBOT; MAVES, 2016).

A diversidade na fisiologia da contracdo e a atividade metabodlica dos diferentes tipos
de fibras, juntamente com a plasticidade destes, ndo apenas fornecem uma ampla gama de
fungdes, mas também proporcionam suscetibilidade diferente a certas doencas musculares.
Analises bioinformaticas identificaram numerosos microRNAs, preferencialmente expressos
em musculos lentos ou rapidos, que fornecem mecanismos reguladores para conferir essa
suscetibilidade diferente aos tipos de fibras. Dessa forma, hd patologias que apresentam
AFMTI1 e outras, AFMT2. A Atrofia de Fibras Musculares Tipo 2 ¢ considerada um dado
inespecifico, uma vez que ¢ encontrada em uma variedade de doencas sistémicas e
neurologicas, incluindo doencas do Sistema Nervoso Central. Ja a AFTM1 ¢ considerada um
sinal patognomodnico de doenca, principalmente relacionado a doencas primarias do musculo.
(CICILIOT et al., 2013; DUBOWITZ; OLDFORDS; SEWRY, 2013; TALBOT; MAVES,
2016).

1.2 ATROFIA DE FIBRAS TIPO 1
A Atrofia Seletiva de Fibras Tipo 1 ¢ definida quando a média do tamanho das fibras

musculares tipo 1 forem, ao menos, 12% menores que as fibras musculares tipo 2, o que

segundo Dubowitz, Oldfords e Sewry (2013) ¢ um sinal patognomoénico de doenga,
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relacionado, principalmente, a doencas primarias do musculo. Estudos mostram que AFMTI1
esta mais presente nas doencas primarias do musculo, geneticamente determinadas, sendo
Miopatia Congénita e Distrofia Miotonica Tipo 1 as principais delas. (TALBOT; MAVES,
2016).

Ha varias doengas musculares hereditarias e adquiridas que afetam especificamente um
tipo de fibra, e os motivos pelos quais acontece em algumas doengas musculares e em outras
ndo, ¢ incerto. Dessa forma, o acometimento especifico de um tipo de fibra ¢ um dado
importante, que pode auxiliar na compreensdo de algumas patologias. Talbot e Maves (2016)
descreveram o acometimento especifico dos tipos de fibras musculares em algumas doengas,
destacando-se as doencas neuromusculares. Nessa revisdo, a AFMTI1 ¢ observada na
Despropor¢cao Congénita de Fibras, Miosinopatias, Distrofia Miotonica Tipo 1 e inatividade
muscular, enquanto a AFMT2 ¢ observada na Doenga de Pompe e Sarcopenia.

Imoto e Nonaka (2001) descreveram a importdncia da AFMT1 em um grupo infantil
(menores de 15 anos) e os seguintes diagnosticos etiologicos foram observados na presenca de
AFMTI1: Miopatia Congénita, Distrofia Muscular de Duchenne e de Becker, Polimiosite,
Sindrome do Homem Rigido, Osteogénese Imperfeita, Sindrome de Engelman e Distonia. O
diagnostico mais frequente foi de Miopatia Congénita, destacando-se a Desproporcao
Congénita de Fibras. Em alguns casos, além da AFMTI, também foram encontradas
deficiéncia de fibras tipo 2 e predomindncia de fibras tipo 1 relacionadas aos diferentes
diagnosticos.

No estudo de Imoto e Nonaka (2001), observou-se AFMT1 em 6,7% das bidpsias
musculares avaliadas, mostrando que ndo ¢ um achado muito comum, ainda mais sendo o
unico achado histopatologico. Além disso, observou-se que essa descoberta esta relacionada a
varias doengas, principalmente as doengas neuromusculares. Tais doengas compdem um grupo
heterogéneo de doencas que acometem a unidade motora, composta por neurénio motor, raiz
nervosa, nervo periférico, juncao neuromuscular e musculo. Essas doengas apresentam quadro
clinico variado e podem apresentar-se fenotipicamente semelhantes, sendo a fraqueza muscular
o principal sintoma delas. (REED, 2002).

O diagnostico histopatoldégico de AFMT1 na biopsia muscular ¢ um dado importante,
que pode auxiliar na elucidagdo da fisiopatologia da doengca bem como no diagnéstico
etioldgico, em se tratando, principalmente, de doengas primarias do musculo como miopatias

congénitas e algumas formas de distrofias musculares.
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1.3 MIOPATIAS CONGENITAS

As miopatias congénitas sdao um grupo heterogéneo de doengas primarias e de
alteracdes estruturais da fibra muscular, de etiologia genética. Os principais sintomas sao
hipotonia e fraqueza muscular, geralmente ao nascimento ou nos primeiros anos de vida,
podendo evoluir gradualmente. A presenca de alteragdes histopatoldgicas particulares na
biopsia muscular distingue essas condigdes de outras doencas neuromusculares, bem como
determina a classificagdo dos subtipos das miopatias congénitas. A epidemiologia das
miopatias congénitas ¢ desconhecida, mas tem uma incidéncia estimada de 1:25000 individuos.
(CASSANDRINI et al., 2017).

Nos ultimos anos foram feitas muitas descobertas genéticas em relagdo as miopatias
congénitas. Ha, pelo menos, 32 mutacdes genéticas descritas. E estas podem se apresentar com
uma ampla variedade de fenotipos clinicos e histopatologicos, bem como mutacdes diferentes
podem apresentar as mesmas caracteristicas  histopatologicas. (GONORAZKY;
BONNEMANN; DOWLING, 2018). Dessa forma, a classificagio das miopatias congénitas
esta em revisdo constante a medida que mais genes sdo identificados, mas a classificacdo ainda
utilizada ¢ a que se baseia nas alteragdes histopatoldgicas. Sdo classificadas em 5 tipos:

- Miopatia com acumulos proteicos (bastdes nemalinicos);

- Miopatia com cores,

- Miopatia com nucleo central: miopatia miotubular e miopatia centronuclear

autossomica;

- Despropor¢ao Congénita de Fibras; e

- Miopatia com actimulo de miosina. (CASSANDRINI et al., 2017; NORTH et al.,
2014).

A Tabela 01 mostra as principais miopatias congénitas e seus principais genes

relacionados.
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Tabela 01 - Miopatias congénitas e principais genes relacionados

Genes

ACTA1 NEB MTM1  MYH7 DNM2 RYR1 TPM2 TPM3 TNNT1 CFL2 SEPN1 BIN1 TIN

Miopatia + + + + + + +

Nemalinica

Miopatia Core e 4L 4L

Miopatia + + + + +

Centronuclear

Miopatia d
Miotubular

Despropor¢io + + + + + +
Congénita de
Fibras

Miopatia com e
Acumulo de
Miosina

Fonte: Adaptado de Cassandrini et al., 2017, p. 113.

Os achados histopatoldgicos na bidpsia muscular sdo determinantes nos subtipos das
miopatias congénitas. A AFMTI, como unico achado histolégico, ¢ caracteristica da
Despropor¢ao Congénita de Fibras, mas pode estar presente nos outros subtipos também. Imoto
e Nonaka (2001) observaram, em sua amostra, que AFMTI1 estava presente em 45% dos
pacientes com Miopatia Nemalinica, em 59% dos pacientes com Miopatia Miotubular, em 95 a
100% dos pacientes com Miopatia Central Core, e em 100% dos pacientes com Despropor¢ao
Congénita de Fibras. Em sua maioria, a AFMT1 ndo era um dado histopatologico isolado e
estava associada ao predominio de fibras musculares tipo 1 e a deficiéncia de fibras tipo 2B.

Brooke (1973) relatou 12 casos de criangas com fraqueza generalizada e a bidpsia
muscular apresentava Atrofia de Fibras Tipo 1 (ao menos, 12% menores que a do tipo 2)
caracterizando a miopatia chamada Despropor¢do Congénita de Fibras, uma das primeiras
descrigdes de um grupo de pacientes com a doenca. O fenotipo se mostra heterogéneo, e se

caracteriza, principalmente, por quadro de fraqueza e hipotonia ao nascer. A descoberta de

mutagdes genéticas relacionadas a Desproporcdo Congénita de Fibras tem auxiliado na
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compreensdo fisiopatoldogica da doenca. (CLARKE, 2011; DUBOWITZ; OLDFORDS;
SEWRY, 2013; KISSIEDU; PRAYSON, 2016).

1.4 DISTROFIA MIOTONICA TIPO 1

A Distrofia Mioténica Tipo 1 (DMT1), que foi primeiramente descrita por Steinert em
1909, ¢ uma doenca sist€émica geneticamente determinada pela expansdo do trinucleotideo
CTG, no locus 19 q13.2-13.3, autossomica dominante. A DMTI1 ¢ a distrofia muscular mais
frequente no adulto, com incidéncia entre 1:3000 a 1:8000 individuos na populagio mundial. E
uma doenca multissistémica e heterogénica, caracterizada por fraqueza distal, atrofia e
miotonia, assim como por sintomas nos sistemas cardiaco, cerebral, gastrointestinal, enddcrino
e respiratorio, que podem surgir em qualquer idade. Essa doenca apresenta o fendmeno da
antecipacao, isto €, inicio mais precoce ¢ maior gravidade em geragdes sucessivas. A AFMT1
¢ um achado histolégico precoce na DMTI1 e ¢ acompanhada de hipertrofia das fibras tipo 2.
Em pacientes com doenc¢a mais grave ou de longa duragdo, essa disparidade pode ser menos
acentuada, e o aumento da centralizacdo dos nucleos ¢ uma caracteristica da DMTI.
(ASHIZAWA et al., 2018; DUBOWITZ; OLDFORDS; SEWRY, 2013; TIMCHENKO, 2013).
Brooke e Engel (1969a) afirmam que hd uma forte associagao entre Distrofia Miotonica Tipo 1
e Atrofia Seletiva de Fibras Tipo 1, sendo um achado em mais de 80% dos pacientes com essa

doenga.

1.5 BIOPSIA MUSCULAR

A biopsia muscular com estudo histoquimico ¢ uma ferramenta importante para
estabelecer o diagnostico definitivo na maioria dos pacientes com suspeita de doenca
neuromuscular, particularmente nas miopatias, fornecendo informagdes que nao podem ser
obtidas por meio de técnicas histoldgicas convencionais. A bidpsia deve ser feita em musculo
apropriado, ou seja, musculos que estejam moderadamente afetados pela patologia,
aumentando a sensibilidade do exame para melhor elucidagdo diagnostica. (PANT et al., 2015;

WERNECK, 1981).

Segundo Dubowitz, Oldfords e Sewry (2013) o estudo histoquimico de rotina do

musculo esquelético deve ser composto por coloragdes e reacdes conforme Tabela 02,
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observando os principais achados de cada técnica que, em conjunto, podem chegar ao

diagnostico.

Tabela 02 - Painel de métodos histoquimicos para analise da biépsia muscular

Coloracao

Hematoxilina e eosina

Tricromio de Gomori

Verhoeff-van Gieson

Oil Red

Sudan Black

Acido periodico de Schiff
Dinucleétido de nicotinamida e adenina
reduzido desidrogenase - tetrazolina redutase
Desidrogenase Succinica

Citocromo C Oxidase

AdenosinaTrifosfatase (ATPase) Miofibrilar ou
miosina isoforme

Técnicas opcionais de acordo com o fendtipo
Miofosforilose

Fosfofrutoquinase

Adenilato Deaminase
Fosfatase acida
Fosfatase alcalina
Acetilcolinaesterase

Esterase inespecifica

Menadione- a glicerofosfato desidrogenase

Vermelho congo

Principais usos

estrutura geral: tamanho e contornos das fibras,
posi¢d@o dos nucleos, fibrose, inflamagao, vasos,
nervos

mitocondrias, presenca de agregados proteicos,
vacuolos

tecido conjuntivo, mielina e elastina

lipidio intracelular, lipidio do tecido adiposo
lipidio intracelular, lipidio do tecido adiposo
fibras com excesso e falta de glicogénio

distribuigdo mitocondrial, anormalidade
mitocondrial, ruptura miofibrilar, cores

anormalidade mitocondrial, cores

anormalidade mitocondrial, cores, reducdo de
atividade
distribuig¢@o e envolvimento dos tipos de fibras

ausente na glicogenose tipo V
ausente na glicogenose tipo VII

ausente/deficiente na
agregados tubulares
elevada em distirbios lisossomais e miopatias
vacuolares

elevada em vasos
miopatias inflamatorias
jun¢d@o neuromuscular, jungdo miotendinea, fibras
desenervadas

jungdo neuromuscular, jungao miotendinea, areas
fagociticas, pequenas fibras  desenervadas
anguladas

corpos reduzidos, inclusdes granulares

mialgia por esforco,

sanguineos, perimisio e

presenga de amiloide

Fonte: Adaptado de Dubowitz, Oldfords e Sewry, 2013, p. 18.

A enzima Adenosina Trifosfato (ATPase) Miofibrilar nos varios pHs € a principal

técnica utilizada para visualizar a diferenciacdo dos tipos de fibras musculares. Isso porque

essa enzima apresenta alteracdes histoquimicas varidveis, dependendo do grau de inibicdo

provocados pelos diferentes pHs. Considerando que a velocidade de contragdo muscular esta

diretamente relacionada a atividade dessa enzima, a coloracao esta relacionada ao metabolismo
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aerdbico. Assim, as fibras tipo I em pH alcalino (9.4) aparecem com reagdo fraca, ¢ no pH
acido (4.3 e 4.6) tém reacao forte. (BROOKE; ENGEL, 1969; BROOKE; KAISER, 1970;
DUBOWITZ; OLDFORDS; SEWRY , 2013).

As fibras musculares apresentam formato poligonal, e seu tamanho e distribuicdo sdo
importantes na analise da bidpsia. Em geral, é possivel ter uma ideia da variabilidade e da
mudanca do tamanho das fibras, por meio de simples inspecdo da biopsia muscular na
microscopia 6Otica, mas nem sempre ¢ um dado claro. Assim, a medida do tamanho da fibra ¢é
util. (DUBOWITZ; OLDFORDS; SEWRY, 2013). Ha varios métodos de afericdo do tamanho
da fibra muscular, da area ou do didmetro. A escolha do melhor método dependeré do tipo e do
tamanho dos elementos estudados bem como dos recursos disponiveis, podendo ser efetuada
por métodos digitais ou manuais.

O método planimétrico foi considerado o método mais preciso na afericdo da medida da
area da fibra muscular, comparado aos métodos grade, pontos e média de dois didmetros
ortogonais, mas também foi considerado o método mais demorado. (EDSTRO;
TORLEGARD, 1969). Em um estudo com coelhos, Kost e Kost (1982) compararam a medida
da fibra utilizando o menor didmetro e o maior didmetro ortogonal de fibras musculares com a
area da seccdo transversa, obtido através da multiplicagdo dos didmetros ortogonais, e
concluiram serem muito equivalentes os resultados obtidos com os dois métodos, mas a medida
do menor diametro tende a subestimar em 16 a 21% o didmetro da fibra. J& Venema e Overweg
(1974) estudaram 10 parametros de medida do tamanho nas sec¢des transversas da fibra e
concluiram que todos eles apresentam imperfeigdes, principalmente pela obliquidade da seccao
de corte na fibra muscular.

Houve varias tentativas de automatizar e informatizar essa afericdo, com base no
diametro da fibra ou na area da fibra muscular na sec¢ao transversal, mas isso ¢ demorado em
tem algum envolvimento manual. Sandstedt (1982) comparou a medida da éarea de fibras
musculares utilizando trés métodos (grade, digitalizacdo e desenho-digitalizado) e conclui que
as medidas feitas com métodos manuais sdo tdo acuradas quanto as feitas por métodos digitais,
mas consomem mais tempo.

O método para aferir o tamanho da fibra muscular sugerido por Dubowitz, Oldfords e
Sewry (2013) ¢ o método proposto por Brooke e Engel (1969b), que se baseia na medida do
menor didmetro da fibra, seguido pela constru¢ao de um histograma de distribuicao das fibras
conforme seu tipo, tamanho e idade. Para essa afericdo recomenda-se medir pelo menos 100
fibras de cada tipo. Em musculo adulto normal, o didmetro das fibras varia entre 40 e 80 pm,

em homens, e 30 ¢ 70 um, em mulheres. (DUBOWITZ; OLDFORDS; SEWRY, 2013).
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Num esfor¢o de quantificar o tamanho das fibras, Brooke e Engel (1969b) descreveram
os fatores de atrofia e hipertrofia, que sao calculados a partir do histograma para cada tipo de
fibra. Esses calculos, embora um pouco trabalhosos, sdo uteis para detectar a presenga de
atrofia ou hipertrofia, que podem ndo ser aparentes na inspe¢ao de rotina, e para demostrar a
presenca de atrofia ou hipertrofia seletivas de um tipo de fibra. Porém, os valores de referéncia
para os fatores de atrofia e hipertrofia sdo descritos apenas para pacientes adultos, uma vez que
em criangas os tamanhos das fibras sao relativamente menores.

Embora ferramentas como microscopia eletronica, western blotting e genética
molecular estejam disponiveis nos principais centros, na maioria dos casos o diagnostico
patologico das doengas musculares ainda se baseia na andlise histologica (coloragdes de rotina,

histoquimica enzimatica e imuno-histoquimica) da biopsia muscular. (PANT et al., 2015).
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2 OBJETIVOS

- Analisar aspectos clinicos e histoldgicos dos pacientes, criangas e adultos, com AFMT1
como diagnostico histopatologico.

- Observar os diagndsticos etiologicos na presenca de AFMT1 como diagnostico
histopatologico.

- Avaliar a frequéncia de AFMT1 como diagndstico histopatolégico em um servigo de

doengas neuromusculares.
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3 METODOLOGIA

Este ¢ um estudo retrospectivo das biopsias musculares e de prontudrios de pacientes
cujo diagnostico anatomopatologico foi AFMT1 na bidpsia muscular, acessados no Banco de
Dados de Biopsias Musculares do Servico de Doengas Neuromusculares, Servigo de
Neurologia, do Hospital de Clinicas — UFPR.

O trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos do
Hospital de Clinicas - UFPR, de acordo com as atribuicdes definidas na Resolucdo CNS
466/2012, CAAE: 30485014.8.0000.0096.

O estudo foi desenvolvido em quatro etapas.

3.1 ETAPAI

Selecdo dos pacientes utilizando o Banco de Dados de Bidpsias Musculares do
Servigo de Doencas Neuromusculares do Hospital de Clinicas — UFPR, no periodo de janeiro
de 1990 a margo de 2016. Foram incluidos todos os pacientes que tinham como diagndstico

histopatologico a Atrofia de Fibras Tipo 1 no laudo da bidpsia muscular.

32 ETAPA Il

Feita a analise dos prontuarios dos pacientes selecionados na fase I, os dados foram
revisados por meio da aplicagdo de formuldrio conforme Apéndice A. Também foram
analisados os laudos das bidpsias musculares emitidos pelo Servico de Doencas
Neuromusculares do Hospital de Clinicas. Os laudos foram emitidos com base na avalia¢ao
por microscopia Optica, conforme painel de métodos histoquimicos proposto por Dubowitz,
Oldfords e Sewry (2013), Tabela 02. Quanto ao tamanho das fibras foi feita a afericdo, de
forma manual, do menor didmetro da fibra muscular, utilizando microscopia Otica com
aumento de 100 vezes. Os laudos eram descritivos, ndo havendo dados com os valores das
medidas das fibras, apenas a descricdo de presenga de AFMT1. Os prontuarios dos pacientes
foram obtidos no Servico de Arquivo Médico do Hospital de Clinicas da Universidade

Federal do Parana.
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3.3 ETAPA III

Nesta fase, foi realizada nova aferi¢do do tamanho das fibras musculares das biopsias
musculares dos pacientes selecionados. Para diferenciacdo das fibras musculares tipo 1 e tipo
2 na bidpsia muscular foram utilizadas as colora¢des histoquimicas ATPases nos pHs 4.3, 4.6
e 9.4, selecionando aquela com melhor qualidade da imagem. Foram excluidos aqueles
pacientes que ndo apresentavam material de bidpsia muscular com qualidade para
diferenciagdo dos tipos de fibras musculares.

A aferi¢ao do tamanho de fibras foi realizada manualmente com a medi¢cao do menor
diametro, seguindo metodologia descrita por Dubowitz, Oldfords e Sewry (2013). Foram
utilizados microscopia Optica (microscopio Nikon eclipse 801) com aumento de 100 vezes e o
programa NIS Elements, da Nikon, que transmite a imagem obtida na microscopia Optica para
a tela do computador. A aferi¢do foi realizada na imagem mostrada na figura 01. Para se obter
a média dos tamanhos das fibras, foram aferidas 200 fibras musculares em cada bidpsia,

sendo 100, do tipo 1, e 100, do tipo 2.

Figura 01- Afericdo do tamanho das fibras musculares

Fonte: A autora, 2019.

Figura 01- A- mostra a afericdo do didmetro das fibras tipo 1, escuras, na colorac¢ao histoquimica ATPase em pH

4,6, aumento 100x, de um paciente do grupo infantil; B - mostra a afericdo do didmetro das fibras tipo 1, escuras,
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na coloragdo histoquimica ATPase em pH 4,6, aumento 100x, de um paciente do grupo adulto. Lengh=

comprimento.

Com as medidas das fibras foi, entdo, realizado um histograma (Apéndice B) e o
calculo da média do diametro para fibras tipo 1 e tipo 2 para cada paciente, assim como o
calculo da diferenca de tamanho entre fibras tipo 1 e 2 em porcentagem (%). Foi também
calculado, para cada bidpsia, o fator de atrofia e hipertrofia para fibras tipo 1 e 2, conforme
método descrito por Dubowitz, Oldfords e Sewry (2013) (Apéndice C). Os dados também
estdo descritos nos Apéndices D e E. Nessa etapa, foram excluidos os pacientes que nao
confirmaram diagnostico histopatologico de AFMT].

O valor de referéncia para os fatores de atrofia e hipertrofia ¢ utilizado para humanos
com idade igual ou superior a 14 anos, de acordo com o musculo estudado. Valores de

referéncia apresentados na Tabela 03. (DUBOWITZ; OLDFORDS; SEWRY , 2013).

Tabela 03- Limites superiores para o valor de atrofia e hipertrofia em adultos

Homem Fator de atrofia  Fator de hipertrofia Fator de atrofia  Fator de hipertrofia
Biceps braquial 150 300 150 500
Vasto lateral 150 150 150 400
Mulher

Biceps braquial 100 200 150 150

Vasto lateral 100 400 200 150

Fonte: Adaptado de Dubowitz, Oldfords e Sewry, 2013, p. 63.

3.4 ETAPA IV

Nesta etapa foi realizada a analise dos dados obtidos nas fases anteriores. Para tanto
os pacientes foram divididos em 2 grupos, grupo A, com pacientes com idade igual ou
superior a 14 anos, e grupo B, de pacientes com idade inferior a 14 anos, considerando que
aos 14 anos a fibra muscular estd madura. (DUBOWITZ; OLDFORDS; SEWRY , 2013).

Os dados coletados foram armazenados em planilha do Microsoft Excel. A andlise
dos dados foi realizada pelo Programa Computacional Statistical Package for the Social
Sciences (SPSS) versao 22.0. Os resultados foram expressos por médias, medianas, valores

minimos ¢ maximos, e desvio padrdo para as variaveis quantitativas, e por frequéncias e
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percentuais para as variaveis qualitativas. A analise inferencial foi realizada pelos Testes
estatisticos de T de Student e Qui Quadrado. Para avaliacdo da Normalidade das variaveis
quantitativas foi realizado o Teste de Kolmogorov-Smirnov. Valores de p menores que 0,05

foram considerados significativos.
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4 RESULTADOS

No periodo de janeiro de 1990 a marco de 2016 o setor de doengas
neuromusculares do Servigo de Neurologia do Hospital de Clinicas realizou 2246
biopsias musculares. Destas, 98 apresentaram Atrofia de Fibras Tipo 1 como
diagnéstico histopatologico. Foram excluidos 36 pacientes porque a qualidade do seu
material de bidpsia para diferenciacdo dos tipos de fibra muscular ndo era adequada,
bem como por falta de dados clinicos. Dos pacientes que restaram incluidos, ap6s nova
afericdo do tamanho das fibras, 20,96% nao confirmaram a Atrofia Seletiva de Fibras
Tipo 1 e também foram excluidos. Assim, foram incluidos no estudo 49 pacientes
(4,36% das biopsias avaliadas no periodo), sendo a idade média dos pacientes de

16,95+16,92 anos, 56% do sexo masculino.

4.1 GRUPO A

O grupo A, foi composto por 21 pacientes com idade igual ou superior a 14
anos. A idade média destes foi de 33,80+12,04 anos, 62%, do sexo masculino, sendo
que em 81% dos casos, o musculo avaliado foi o biceps braquial. O tempo médio entre
o inicio dos sintomas e a realizagdo da bidpsia muscular foi de 5,5 + 5,2 anos. A média
do fator de atrofia de fibras tipo 1 foi de 748,04+632,86, ¢ de 50,00+335,11, para fibras
tipo 2. O fator de hipertrofia para fibras tipo 1 foi zero em todos os pacientes, e o fator
de hipertrofia para fibras tipo 2 foi de 38,38+74,90, conforme mostra Tabela 04.
Considerando os valores de referéncia para o fator de atrofia, todos os pacientes

confirmaram Atrofia de Fibras Tipo 1.

Tabela 04 - Fatores de atrofia e hipertrofia grupo A

Paciente idade FA1l FH1 FA2 FH2
(anos)
1 38 279 0 60 15,15
2 44 190 0 60 0
3 53 1170 0 80 0
4 42 370 0 30 20
5 50 1850 0 10 60

6 17 510 0 30 0
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7 26 200 0 0 0
8 14 880 0 310 0
9 39 2160 0 1410 0
10 42 1740 0 750 290
11 40 380 0 30 40
12 46 580 0 50 219
13 28 950 0 400 0
14 21 120 0 10 30
15 44 190 0 20 30
16 29 120 0 30 0
17 46 560 0 90 0
18 15 700 0 30 10
19 25 1780 0 80 20
20 22 330 0 10 22
21 29 650 0 60 50

Fonte: A autora, 2019.
Tabela 04 - Fatores de atrofia e hipertrofia grupo A: FA1- fator de atrofia fibras tipo 1, FH1- fator de
hipertrofia fibras tipo 1, FA2- fator de atrofia fibras tipo 2, FH2- fator de hipertrofia fibras tipo 2.

Com relacao a diferenga de tamanho entre as fibras tipo 1 e tipo 2, as fibras tipo
1 apresentaram-se menores que as fibras tipo 2, em média 27,44+10,04%, com minima
de 13,44%, e maxima de 53,68%, confirmando o diagnoéstico histopatologico de Atrofia
Seletiva de Fibras Tipo 1. O Grafico 01 mostra a média dos tamanhos das fibras tipo 1 ¢
tipo 2 em cada paciente. A relacdo entre os diagndsticos etioldgicos e os sintomas esta
apresentada na Tabela 05. Nesse grupo, o diagndstico mais observado foi Distrofia
Mioténica Tipo 1, em 33,33% dos pacientes, e nenhum paciente apresentou o
diagnodstico de Miopatia Congénita. A fraqueza foi o sintoma mais observado, presente
em 71,42% dos pacientes. Em 14,1% dos casos, além da AFMT]I, foi observada a
presenca de nucleos centrais. Nesses casos, todos os pacientes tiveram diagnostico de

Distrofia Muscular Miotonica Tipo 1.
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Grafico 01- Medidas das fibras grupo A. fml- fibras musculares tipo 1, fm2- fibras musculares

tipo 2, a-anos/idade.

Tabela 05 - Diagnostico, sinais e sintomas grupo A

Fraqueza Hiporreflexia Oftalmoparesia Fadiga Mialgia Ataxia Miotonia Déficit Ptose
N N N N N N N cognitivo N
SNC Encefalopatia 0 0 0 0 0 0 0 1 0
cronica
N=1
Ataxia cerebelar 0 0 0 0 0 1 0 0 0
recessiva
N=1
Distrofia  miotonica 7 1 0 0 0 0 1 1 2
tipo 1
N=7
DNM  Dermatopolimiosite 1 0 0 1 0 0 0 0 0
N=2
Miastenia gravis 0 0 1 0 0 0 0 0 0
N=1
Distrofia  muscular 2 0 0 0 0 0 0 0 0
de cinturas
N-2
Hipotireoidismo 2 0 0 0 0 0 0 0 0
N=2
Diagnéstico ndo 3 0 0 2 3 0 0 0 0

definido
N=5

Fonte: A autora, 2019.

Tabela 05 - Diagnoéstico, sinais e sintomas grupo A: N- numero de pacientes, SNC- doengas do Sistema
Nervoso Central, DNM- doengas neuromusculares.

4.2 GRUPO B

O grupo B foi composto por 28 pacientes com idade inferior a 14 anos. A

idade média dos pacientes foi de 4,30+3,86 anos, 57,14% do sexo masculino, sendo que
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em 82,15% dos casos, o musculo avaliado foi o vasto lateral. O tempo médio entre o
inicio dos sintomas e a bidopsia muscular foi de 3,2 = 3,1 anos. A média do fator de
atrofia de fibras tipo 1 foi de 2386,78+ 793,73, e de 1560,35+ 979,90 para fibras tipo 2.
E o fator de hipertrofia para fibras tipo 1 e tipo 2 foi zero em todos os pacientes,
conforme mostra Tabela 06. As fibras musculares na faixa etaria avaliada nesse grupo

sdo menores ¢ nao ha valores de referéncia descritos para o fator de atrofia e hipertrofia.

Tabela 06 - Fatores de atrofia e hipertrofia grupo B

Paciente Idade FA1 FH1 FA2 FH2
(anos)
1 2 2950 0 2590 0
2 10 2270 0 80 0
3 0,41 3170 0 2440 0
4 3 1600 0 1220 0
5 2 2320 0 1100 0
6 0,25 3450 0 2810 0
7 1 3410 0 3140 0
8 9 850 0 330 0
9 4 2740 0 1570 0
10 7 2330 0 1650 0
11 2 2900 0 2530 0
12 4 1830 0 1100 0
13 9 2220 0 1040 0
14 9 3110 0 2700 0
15 8 1230 0 410 0
16 3 1550 0 590 0
17 1 3080 0 2410 0
18 3 2820 0 580 0
19 1 2170 0 1490 0
20 12 760 0 150 0
21 2 2440 0 1680 0
22 13 820 0 340 0
23 1 2940 0 2010 0

24 2 3020 0 2190 0
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25 0,41 3210 0 3050 0
26 1,5 3000 0 2320 0
27 2 2430 0 2080 0
28 8 2210 0 90 0

Fonte: A autora, 2019.
Tabela 06 - Fatores de atrofia e hipertrofia grupo A: FA1- fator de atrofia fibras tipo 1, FH1- fator de
hipertrofia fibras tipo 1, FA2- fator de atrofia fibras tipo 2, FH2- fator de hipertrofia fibras tipo 2.

Com relagdo a diferenga do tamanho entre as fibras tipo 1 e tipo 2, as fibras tipo
1 apresentaram-se menores que as fibras tipo 2, em média de 29,48+13,20%, com
minima de 12,04% e maxima de 58,16%, confirmando o diagndstico histopatologico de
Atrofia Seletiva de Fibras Tipo 1. O Grafico 02 mostra a média do tamanho das fibras
tipo 1 e tipo 2 em cada paciente. Os diagnosticos etiologicos estdo relacionados aos
sintomas na Tabela 07. Nesse grupo, em 25% dos pacientes o diagnostico mais
observado foi Miopatia Congénita (Miopatia Centronuclear e Despropor¢ao Congénita
de Fibras), e 10,71% dos pacientes apresentaram diagnostico de Distrofia Miotdnica
Tipo 1. A fraqueza foi o sintoma mais observado, presente em 60,71% dos pacientes.
Em 1 paciente, além da AFMTI, foi observada a presenga de nucleos centrais, nesse

caso, o paciente tinha diagnostico de Miopatia Centronuclear.

Grafico 02 - Medidas das fibras musculares grupo B
Medida das fibras

60 um
50 um
40 pum
30 um
20 um
10 pum

um
a a la 1la 2a 2a 2a 3a 3a 4a 8a 9a 9a 12a

Fonte: A autora, 2019.
Grafico 02 - Medidas das fibras grupo. fml- fibras musculares tipo 1, fm2- fibras musculares

tipo 2, a-anos/idade.
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Tabela 07 - Diagnostico, sinais e sintomas grupo B

Fraqueza Hiporreflexia Hiperreflexia Déficit Ptose Hipotonia
N N N cognitivo N N
N
SNC  Epilepsia
N=1 0 0 0 1 0 0
Sindrome de Kabuki
N=1 1 0 0 0 0 0

Neurodegeneragdo com
actimulo cerebral de

ferro

N=1 1 0 0 0 0 0
Leucodistrofia

N=2 1 0 1 1 0 1

Dermatopolimiosite

N=1 1 0 0 0 0 0

Distrofia

muscular de

cinturas

N=1 1 0 0 0 0 0
DNM  Atrofia muscular

espinhal

N=1 1 0 0 0 0 1

Distrofia miotonica

N=3

Miopatia
centronuclear N=2

Desproporg¢ao
congénita de fibras
N=5 2 0 1 0 0 4

Sindrome do bebé
hipoténico N=10

Fonte: A autora, 2019.

Tabela 07- Diagnostico, sinais e sintomas grupo B: N- numero de pacientes, SNC- doengas do Sistema
Nervoso Central, DNM- Doengas Neuromusculares.

Quando comparados os tamanhos entre as fibras tipo 1 ¢ 2 dos grupos A e B,
ndo foi percebida diferenga estatistica (p=0,55).
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5 DISCUSSAO

Em 20,96% dos pacientes, apos a nova aferi¢do do tamanho das fibras, conforme
metodologia descrita, ndo foi confirmado o diagnostico histopatologico de AFMTI.
Nao foi possivel fazer uma analise comparativa entre a metodologia da afericdo do
tamanho das fibras, utilizada quando o laudo da bidpsia foi emitido, e a metodologia
utilizada nesse trabalho, uma vez que nos laudos das bidpsias ndo constavam os valores
das aferigoes dos tamanhos das fibras musculares ¢ nem a diferenga de tamanhos entre
os tipos de fibras. A principal diferenca entre essas metodologias ¢ a presenca de uma
imagem digitalizada utilizando o programa NIS Elements, sendo a aferi¢cdo das fibras
feita na tela do computador. Segundo Sandstedt (1982), que comparou as medidas das
areas de fibras musculares utilizando trés métodos (grade, digitalizagdo e desenho-
digitalizado), as medidas feitas com métodos manuais sdo tdo acuradas quanto as feitas
por métodos digitais, mas consomem mais tempo.

O fator de atrofia ¢ uma medida que pode exibir a extensao da atrofia muscular
mais claramente do que a observacao qualitativa do didmetro médio da fibra, sendo uma
boa expressdo da atrofia muscular, porém utilizado somente para adultos, uma vez que
em criancas as fibras sdo muito pequenas. (DUBOWITZ; OLDFORDS; SEWRY,
2013). Em nosso estudo, o fator de atrofia reconfirmou a presenga da AFMT1 no grupo
adulto, e no grupo infantil também foi calculado, mas sem valores de referéncia para
realizar a mesma afirmagdo. Nao ha estudos do conhecimento dos autores que mostrem
o fator de atrofia muscular em um grupo de pacientes com AFMT]I.

No presente estudo, 4,36% das bidpsias musculares avaliadas tiveram
diagnostico histopatoldgico de AFMT]I, incluindo adultos e criangas. Em criancas,
dados semelhantes ja foram publicados por Imoto e Nonaka (2001) (6,73%). Nao ha
dados publicados sobre a presenca de AFMTI em um grupo de adultos. Em nosso
estudo, varios diagnosticos foram observados na presenga de AFMTI, incluindo
doengas musculares, distirbios metabolicos, patologias do Sistema Nervoso Central e
Periférico. Isso sugere que a AFMTI ndo ¢ um achado exclusivo de doengas
neuromusculares. Os achados de predomindncia de fibras do tipo 1 e de AFMT1 tém
sido relatados como sendo comuns nas doengas primarias do musculo. Nao ha, no
entanto, dados descrevendo a frequéncia com que essas anormalidades ocorrem.

(FARDEAU,TOME, 1994). No estudo de Imoto e Nonaka (2001) os distarbios
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neuromusculares foram mais prevalentes na presenga de AFMTI1, e essa mesma
caracteristica foi observada em nosso estudo.

Em ambos os grupos, de criangas e adultos, a fraqueza foi o sintoma mais
comum relacionado a AFMT1, mas outros sinais e sintomas também foram observados,
como fadiga, oftalmoparesia, hipotonia, comprometimento cognitivo entre outros. A
fraqueza ¢ um sintoma que pode ser observado tanto em doengas neuromusculares como
em doengas do Sistema Nervoso Central. Imoto e Nonaka (2001) relatam a importancia
da AFMTI1 associada a doengas neuromusculares em criangas. Nao ha dados
semelhantes descritos em doencas do Sistema Nervoso Central.

A Miopatia Congénita foi o principal diagnostico relacionado a AFMT1 em
criancas, relatado de forma semelhante por lomoto e Nonaka (2001). Entretanto, esse
diagndstico ndo foi encontrado nos adultos. Nestes, o principal diagnostico relacionado
a AFMT]1 foi a distrofia miotonica do tipo 1, observado em apenas 10% das criangas.
Talbot e Maves (2016), em sua revisdo, descrevem a presenca de AFMT]1 na Distrofia
Miotdnica do Tipo 1 e na Despropor¢do Congénita de Fibras.

Em alguns pacientes, além do AFMT]I, foi observada a presenca de nucleos
centrais nas biopsias musculares. Esse achado foi relacionado ao diagnostico de
Distrofia Miotonica Tipo 1, em adultos, e 2 miopatia centronuclear, em criancas. A
presenga de numerosos nucleos internos e de varios clusters nucleares na bidpsia
muscular ¢ achado comum na bidpsia muscular da Distrofia Miotonica do Tipo 1, mas
geralmente ¢ um achado tardio, enquanto a Atrofia de Fibras Tipo 1 ¢ uma achado
precoce. (DUBOWITZ; OLDFORDS; SEWRY, 2013). Romero (2010) demonstrou que
miopatia centronuclear ¢ uma miopatia congénita classica definida pela presenga de um
numero anormalmente alto de fibras musculares com nucleos organizados em fileiras na
parte central da fibra e pode estar associado a predominancia do tipo 1 e a AFMTI.

O achado histologico mais descrito na bidopsia muscular relacionada a Miopatia
por Hipotireoidismo € a atrofia das fibras do tipo 2, como observado por Monforte et al.
(1990) e McKeran et al. (1975). Em nosso estudo, dois casos de hipotireoidismo com
atrofia de fibras do tipo 1 foram observados, mas nao ha relatos na literatura, do nosso
conhecimento, de AFMT1 em hipotireoidismo.

Variagdo anormal no tamanho das fibras musculares ¢ observada na biopsia do
musculo nas distrofias musculares de cinturas, sendo que a hipertrofia de fibras ¢ mais
comum e h4 uma tendéncia das fibras do tipo 1 terem didmetro menor que as do tipo 2

(DUBOWITZ; OLDFORDS; SEWRY, 2013). Em nosso estudo, dois pacientes com
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Distrofia Muscular de Cinturas foram observados, apresentando apenas a AFMTI1 na
biopsia muscular.

No presente estudo, duas criancas com Leucodistrofia apresentaram AFMT]I.
Embora essa caracteristica tenha sido previamente relatada em pacientes com
Leucodistrofia Metacromatica, submetidos a bidpsia muscular, nenhuma explicagdo
clara para esse achado foi descrita. (WERNECK; PEREIRA; BRUCK, 1980).

Estudos descreveram presenga de atrofia em ambos os tipos de fibras
musculares, tipo 1 e 2, em pacientes com Atrofia Muscular Espinhal, associadas a
agrupamentos dos tipos de fibras e hipertrofia de fibras tipo 1 (ARNOLD; KASSAR ;
KISSEL, 2015; DUBOWITZ; OLDFORDS; SEWRY, 2013). Em nossa amostra, foi
encontrada uma crianga com Atrofia Muscular Espinhal associada a AFMT]1.

A Sindrome do Bebé Hipotonico pode ser causada por uma variedade de
doengas, incluindo as doengas neuromusculares, ¢ devido a dificuldade em definir a
etiologia, a biopsia muscular ainda ¢ uma importante ferramenta diagndstica. Bing et al.
(2013) avaliaram 25 pacientes com Sindrome do Bebé Hipotonico, apresentando uma
heterogeneidade nos achados da bidpsia muscular os quais auxiliaram no diagnostico
etiologico. Varios diagnosticos relacionados a essa sindrome foram encontrados, entre
eles, Distrofia Muscular Congénita, Atrofia Muscular Espinhal e Miopatia Congénita,
sendo quatro pacientes com Desproporcdo Congénita de Fibras. Dez pacientes com
Sindrome do Bebé Hipotdnico sem diagnostico etiologico foram observados no presente
estudo.

Na Dermatomiosite, além das caracteristicas inflamatoérias, as anormalidades no
tamanho das fibras sdo frequentes, principalmente na regido perifascicular, e a presenca
de fibras hipertrofiadas ¢ rara. (DUBOWITZ; OLDFORDS; SEWRY, 2013). Em nosso
estudo, trés casos de Dermatomiosite foram associados a AFMT1, porém nenhum sinal
inflamatorio foi observado nas bidpsias musculares.

Fraqueza muscular e atrofia tém sido descritas em pacientes com Ataxia
Espinocerebelar, mas poucos estudos mostram alteracdes na bidpsia muscular.
Svenstrup et al. (2017) descreveram trés casos de Ataxia Espinocerebelar 28 e em 2
pacientes havia AFMTI1. Em nosso estudo, um caso de Ataxia Espinocerebelar
associado a AFMT]1 foi identificado.

Poucas anormalidades sdo observadas nas biopsias musculares de Miastenia
Gravis, exceto na jun¢do neuromuscular. Quando hé alteragdes na bidpsia muscular de

pacientes com Miastenia Gravis sdo focais e geralmente inespecificas, que incluem
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atrofia das fibras do tipo 2 e, as vezes, atrofia das fibras do tipo 1, que podem ser
acompanhadas pela presenca de pequenas fibras de anguladas. (DUBOWITZ;
OLDFORDS; SEWRY, 2013). Em nosso estudo, apresentamos um caso de Miastenia
Gravis com diagnodstico histopatologico de AFMT1 sem outras alteragdes na bidpsia
muscular.

A Sindrome de Kabuki e a Neurodegeneracao com Acumulo Cerebral de Ferro
sao doengas hereditarias com sintomas predominantes do Sistema Nervoso Central.
Nessas doencas ndo ha dados sobre a presengca de AFMTI1. O mesmo ocorre na
Epilepsia, que ¢ uma patologia heterogénea que pode ocorrer de forma concomitante a
outros transtornos. (BERG; TARQUINIO; KOH, 2017; CHEON; KO, 2015;
GOTHWAL; NAYAN, 2016).

Como o AFMTT1 nao ¢ um diagnoéstico histologico comum, as limitagdes deste
estudo foram o niimero restrito da amostra, a variedade de diagndsticos etioldgicos e a
falta de relagdo com o perfil genético. A relagdo entre o perfil genético e a andlise
histologica da bidpsia muscular ndo foi o objetivo do nosso estudo, mas consideramos
que estudos de sequenciamento de proxima geragao seriam importantes para entender a
ocorréncia da AFMTI1 em doencas neuromusculares. Além disso, ha poucos artigos
publicados sobre AFMT1, dificultando a comparagao entre o nosso estudo e outros.

Hé uma variedade de condicdes fisiopatologicas que afetam preferencialmente
os tipos especificos de fibras musculares esqueléticas. A compreensdo dos efeitos
especificos em cada tipo de fibra, nesses distirbios musculares, podem fornecer
informagdes importantes sobre a fisiopatologia das doencas. Assim, a presenca de
AFMTI1 como diagnostico histopatologico ¢ til no diagnodstico de adultos e criangas.
Este ¢ o primeiro estudo que mostra relagdo entre um grupo adulto e um infantil com o
diagnostico em pacientes com AFMTI1. Da mesma forma, ¢ a primeira descricao de
valores de fator de atrofia em um grupo exclusivo de pacientes com Atrofia Seletiva de

Fibras T ipo 1.
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6 CONCLUSOES

- AFMT1 ¢ um dado importante e util no diagnoéstico etioldgico em adultos e
criancas e esta presente em uma heterogenicidade de doengas, sendo mais observada
em doengas neromusculares, assim como a fraqueza ¢ o principal sintoma relacionado a
essa condicao.

- No grupo infantil, grupo B, a Miopatia Congénita ¢ o principal diagnostico
na presenca de AFMT1, seguido por Distrofia Miotonica Tipo 1. Enquanto no grupo
adulto, grupo A, a Distrofia Miotdnica Tipo 1 foi o principal diagndstico, o mais
observado, na presenca de AFMTI.

- A presenga de AFMT1 como diagnostico histopatologico € um achado pouco

frequente.
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APENDICES

APENDICE A - FORMULARIO DE COLETA DE DADOS DOS

PRONTUARIOS
FICHA DE COLETA DE DADOS

SINTOMAS E SINAIS

(O Fraqueza Membros superiores proximal () Fraqueza Membros superiores distal () Fraqueza
Membros inferiores proximal () Fraqueza Membros inferiores distal () Fraqueza facial () Fraqueza
cervical (O Hipotonia geral () Hipotonia cervical () Atrofia muscular () Lordose () Cifose ()
Escoliose () Escapula alada () Deformidades em pés () Artrogripose () Deformidades articulares
(O Alteragdo de marcha () Ptose palpebral () Oftalmoparesia () Fasciculagdo () Dor muscular O)
Fadiga () Intoleréancia a exercicios () Mioglobinudria () Alteragdo cardiaca () Hepatomegalia ()
Esplenomegalia () Hérnia umbilical O) Alteragdo respiratdria () Sucgdo alterada () Disfagia () Choro
fraco (O Disfonia () Arreflexia () Hiporreflexia () Hiperreflexia (O Reflexos profundos normais

(O Fendmeno miotdnico clinico (O OULIO: ...ttt (O Outras

Hipotonia ao nascimento: () SIM () NAO
Choro fraco ao nascimento: () SIM () NAO
Sucgdo débil: O sIM O NAO

Atraso no desenvolvimento: () SIM () NAO
Déficit cognitivo: (O SIM (O NAO

EXAMES COMPLEMENTARES
Creatinofosfoquinase

Eletroneuromiografia

(O Realizado () N&o realizado

Data: ....... Y YA

(O normal () padrdo neuropéatico () padrdo miopatico () padrdo misto () limitrofe miopético

Descarga mioténica: (O SIM (O NAO

Bidpsia:

(ORealizado () N&o realizado

Data: ....... YA Y

RESUIATO: ..

OUTROS DIAGNOSTICOS:
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APENDICE B — HISTOGRAMA

60
—@— FM1 pm

—@— FM2 pm

,\[\mmerousle fibras">
o o

o

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90
Diametro um

Apéndice B: Histograma do paciente numero 28 do grupo B. FM1- fibras musculares tipo 1, FM2- fibras musculares
tipo 2. Foi feito um histograma para cada paciente.
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APENDICE C - FATOR DE ATROFIA

FA= (1x NF 30 ¢ 40 um) + (2x NF 20 ¢ 30 um)+(3x NF 10 e 20 um) + ( 4x NF menores que 10 pm) x1000

Numero total de fibras

Apéndice C- Formula para o célculo do fator de atrofia. FA= fator de atrofia, NF= ntimero de fibras entre.
Adaptado de Dubowitz, Oldfords e Sewry (2013). O fator de hipertrofia ¢ derivado similarmente para

expressar a proporg¢ao de fibras maiores do que 80 um, em homens, e maiores que 70 pm, em mulheres.



APENDICE D - TABELA DE DADOS GRUPO A

Paciente
1
2

10

11

12

13

14

15
16

17

18

19

20

Sexo

M
M

M

i

== ™7

==

T T

< £

=]

Idade

38
44

53

42

50

17
26

14
39

42

40

46

28

21

44
29

46

15

25

22

Diagnéstico
dermatopolimiosite
distrofia miotonica
hipotireoidismo
hipotireoidismo

distrofia miotOnica

indeterminado
dermatopolimiosite

encefalopatia cronica
distrofia de cinturas

distrofia mioténica
distrofia de cinturas
distrofia mioténica
miastenia gravis
indeterminado

indeterminado
distrofia miotOnica

indeterminado
distrofia miotOnica
distrofia miotOnica

ataxia cerebelar
recessiva

FAl
279
190

1170

370

1850

510
200

880
2160

1740

380

580

950

120

190
120

560

700

1780

330

FA2
60
60

80

30

10

30
0

310
1410

750

30

50

400

10

20
30

90

30

80

10

AFMTI1
21,22%
16,66%
31,90%
24,22%
53,68%

25,63%
40,84%

19,74%
23,97%

26,56%
29,27%
29,26%
17,92%
23,02%

26,49%
13,44%

30,01%
34,31%
45,18%

22.21%

FHI
0
0

FH2
15,15
0

20

60

290

40

219

30

30

10

20

22

45

Musculo
vasto lateral
biceps
braquial
biceps
braquial
biceps
braquial
biceps
braquial
vasto lateral
biceps
braquial
vasto lateral
biceps
braquial
biceps
braquial
biceps
braquial
biceps
braquial
biceps
braquial
biceps
braquial
vasto lateral
biceps
braquial
biceps
braquial
biceps
braquial
biceps
braquial
biceps
braquial

Apéndice D- tabela de dados grupo A: M= masculino, F=feminino, FA1= fator de atrofia das fibras tipo
1, FA2= fator de atrofia das fibras tipo 2, AFMT1 = Atrofia de Fibras Tipo 1 em porcentagem, FH1=
fator de hipertrofia das fibras tipo 1, FH2= fator de atrofia das fibras tipo 2.
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1

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

27

28

APENDICE E- TABELA DE DADOS GRUPO B

S€X0

idade

GRUPO B

diagnostico

leucodistrofia
metacromatica
miopatia congénita/ DCF

sindrome do bebé
hipotonico
sindrome do bebé
hipoténico
epilepsia

miopatia congénita -
DCF

sindrome do bebé
hipoténico

sindrome do bebé
hipoténico/ Hipotonia
congénita

distrofia de cinturas

sindrome de

Hallervorden spatz
sindrome do bebé
hipoténico
leucodistrofia

miopatia centronuclear

miopatia congénita -
DCF

sindrome do bebé
hipotonico/ Hipotonia
congénita

distrofia miotonica

Amiotrofia espinhal
distrofia miotonica

sindrome do bebé
hipotdnico
dermatomiosite

sindrome do bebé
hipoténico
miopatia centronuclear

miopatia congénita -
DCF
sindrome de Kabuki

sindrome do bebé
hipoténico
sindrome do bebé
hipoténico
distrofia miotonica

miopatia congenita -
DCF

FA1

2950

2270

3170

1600

2320

3450

3410

850

2740

2330

2900

1830

2220

3110

1230

1550

3080

2820

2170

760

2440

820

2940

3020

3210

3000

2430

2210

FA2

2590

80

2440

1220

1100

2810

3140

330

1570

1650

2530

1100

1040

2700

410

590

2410

580

1490

150

1680

340

2010

2190

3050

2320

2080

90

AFMTI
20%

55,93%
39,98%
12,36%
36,49%
39,56%
12,27%

29,90%

39,12%
24,10%
21,44%
21,10%
34,19%
30,08%

20,37%

16,01%
38,01%
58,16%
25,55%
20,08%
28,20%

13,36%

37,20%
38,80%
12,04%
30,56%
16,00%

54,58%

FH1

FH2

46

Musculo
gastrocnémico
biceps braquial
vasto lateral
vasto lateral
vasto lateral
vasto lateral
vasto lateral

vasto lateral

vasto lateral
vasto lateral
vasto lateral

vasto lateral
vasto lateral
biceps braquial

vasto lateral

biceps braquial
vasto lateral
vasto lateral

vasto lateral

vasto lateral

vasto lateral

vasto lateral

vasto lateral

vasto lateral

vasto lateral
vasto lateral

vasto lateral

biceps braquial
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Apéndice E- tabela de dados grupo B: M= masculino, F=feminino, DCF= Despropor¢ao Congénita de
Fibras, FA 1= fator de atrofia das fibras tipo 1, FA2= fator de atrofia das fibras tipo 2, AFMT1 = Atrofia
de Fibras Tipo 1 em porcentagem, FH1= fator de hipertrofia das fibras tipo 1, FH2= fator de atrofia das
fibras tipo 2.
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Abstract

Background. Type 1 muscle fiber atrophy (TIMFA) is considered a
pathological sign of muscular diseases but is not an exclusive finding of neuromuscular
disorders. This study aimed to evaluate the clinical and histological features of children
and adults with TIMFA as the main histopathological diagnosis. Methods. This
retrospective study included patients with TIMFA. Patients were divided into the adult
and pediatric groups. Clinical and histological aspects were evaluated. Results.
Myotonic dystrophy type 1 was the most commonly observed diagnosis in adults, while
congenital myopathy was the most frequent diagnosis in children. Muscle weakness was
the most common symptom in both groups. Conclusions. The histopathological
diagnosis of TIMFA provides important data that aid in the definitive diagnosis in

adults and children.

Keywords: Slow-twitch muscle fibers, type 1 muscle fiber atrophy, muscle biopsy,

histochemistry, fiber size, fiber type
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Introduction

Human skeletal muscle consists of type 1, 2A, 2B and 2C fibers. These fibers
have different biochemical properties. The distribution and size of type 1, 2A, and 2B
fibers are similar and form a mosaic, with few differences according to their main
function. Type 2C fibers are present in the fetal phase but not in mature tissue.! Fiber
distribution is plastic, in which the muscle fibers have the capacity for remodeling to
adapt the muscle to different uses and metabolic states.’

Muscle fiber diameters vary between 10 and 80 micrometers. At 1 year of age,
the mean fiber diameter is 15 pm, growing 2—4 um annually until reaching the mature
phase at 14 years of age.!

Selective type 1 muscle fiber atrophy (TIMFA) is identified when the mean size
of type 1 muscle fibers is at least 12% smaller than that of type 2 muscle fibers. This is
usually considered a pathological sign related to hereditary muscular diseases such as
congenital myopathies and muscular dystrophy, but it is not an exclusive finding of
neuromuscular disorders.!* There are few data on the frequency and characteristics of
this condition, especially in adults.

It is important to analyze the distribution and size of different types of muscle
fibers in biopsies to make a definitive diagnosis and understand the pathophysiology of
various neuromuscular diseases. The main objective of this study is to characterize
pediatric and adult patients presenting with TIMFA as the main histopathological
diagnosis.

Methods

We analyzed muscle biopsies performed at the Neuromuscular Disorder Center
at the Hospital de Clinicas of the Universidade Federal do Parana (HC-UFPR), Curitiba-
Brazil. This study was approved by the Human Research Ethics Committee of HC-
UFPR, in accordance with the attributions defined in Brazilian Resolution CNS
466/2012.

Sample: We selected all patients with a histopathological diagnosis of TIMFA
between January 1990 and March 2016. The patients were classified into two groups by
age: group A, 14 years or older; and group B, younger than 14 years.

Clinical evaluation: Relevant data were collected from the neurology service
database including age at biopsy and at symptom onset, sex, disease characteristics, and

definitive diagnosis.
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Muscle biopsy analysis: Muscle biopsies were performed by open surgery. The
muscle biopsy samples were frozen in liquid nitrogen. Freshly frozen cryostat sections
were stained according to standard procedure (hematoxylin-eosin; Gomori trichrome
modified by Engel and Cunningham; periodic acid-Schiff; oil red O; and cresyl violet)
and histochemical reactions were performed (adenosine triphosphatase activity at pH
9.4, 4.6, and 4.3; nicotinamide adenine tetrazolium reductase, reduced form, succinate
dehydrogenase, nonspecific esterase, acid phosphatases, and alkaline phosphatases).*

Measurement of fiber size: In all samples, a new measurement of fiber size
was performed to confirm the histopathological diagnosis of TIMFA. The samples were
arranged in transverse sections. To determine the groups of muscle fibers, sections were
stained for myofibrillar adenosine triphosphatase activity (ATPase) after preincubation
at pH 4.3, 4.6, and 9.4. In the sections, all fibers were classified as type 1 or 2 and
measurements of fiber diameter and the smallest fiber diameter using fully automated
morphometric techniques (computer-aided microscopy, Nikon Eclipse 80i). Two
hundred muscle fibers were measured per biopsy and histograms were constructed of
each biopsy according to the methodology proposed by Brooke and Engel in 1969.°

Statistical analysis: The collected data were stored in a Microsoft Excel
worksheet. The data analysis was performed using the Statistical Package for the Social
Sciences (SPSS) version 22.0. The results are expressed as mean, median, minimum,
and maximum values and standard deviation for quantitative variables and as
frequencies and percentages for qualitative variables. An inferential analysis was
performed by Student’s t-test and the chi-square statistical tests. The Kolmogorov-
Smirnov test was performed to evaluate the normality of the quantitative variables.
Values of p < 0.05 were considered significant.

Results

Of the 2246 muscle biopsies performed, 98 presented an initial histopathological
diagnosis of TIMFA. Of these, we excluded 49 biopsies because of poor quality of the
muscle sample, suboptimal ATPase staining, or a lack of confirmed TIMFA diagnosis
according to the criteria used (13 patients). Thus, we included 49 patients: 21 in group
A and 28 in group B.

Group A: The mean age was 33.8 £ 12.04 years; 61.9% of the patients were
male. The brachial biceps muscle was the site of the biopsy in 81% of cases. The mean
time from symptom onset to muscle biopsy was 5.5 + 5.2 years. In the histological

analysis, type 1 fibers were 13.44-53.68% smaller than type 2 fibers with a mean of
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27.44 £ 10.04%. The size of the fibers varied according to Figure 1. In 66.67% of the
patients, a neuromuscular disorder was identified and myotonic dystrophy type 1 was
the most common diagnosis (33.33%). The symptoms are correlated to diagnosis in
Table 1. The most commonly observed symptom was weakness (71.42%). In this group,
no patient was diagnosed with congenital myopathy. In 14.1% of cases, besides
TIMFA, central nuclei were also found. In these cases, all patients had a diagnosis of
myotonic dystrophy type 1. In this group, 23.80% of patients were undiagnosed.

Group B: The mean age was 4.4 + 3.86 years; 57.14% were male. The vastus
lateralis muscle was the site of the biopsy in 82.15% of patients. The mean time from
symptom onset to muscle biopsy was 3.2 & 3.1 years. In the histological analysis, type 1
fibers were 12.04-58.16% smaller than type 2 fibers with a mean of 29.48 + 13.20%.
Fiber size varied as shown in Figure 1. In 46.43% of patients, a neuromuscular disorder
was identified; the most common diagnosis was congenital myopathy (39.28%) due to
centronuclear myopathy and congenital fiber type disproportion. The symptoms are
correlated to diagnosis in Table 2. The most commonly observed symptom was
weakness (60.71%). In this group, 10% of patients had a diagnosis of myotonic
dystrophy type 1. In one patient, besides TIMFA, the presence of central nuclei was
associated with the diagnosis of centronuclear myopathy. In this group, 35.71% of
patients had floppy infant syndrome without an etiological diagnosis.

No statistical difference (p = 0.55) was found in fiber type 1 and 2 sizes between
groups A and B.

Discussion

In this study, 4.36% of muscle biopsies performed at the single center service
had a histopathological diagnosis of TIMFA, including adults and children. In children,
similar data (6.73%) were already published by Imoto and Nonaka in 2001. 3 In adults,
there are no data published to best of our knowledge. In our study, a variety of
diagnoses were observed alongside TIMFA, including muscle diseases, metabolic
disorders, and central and peripheral nervous system pathologies. This finding suggests
that TIMFA is not an exclusive finding of neuromuscular disease. The finding of
T1MFA is reportedly common in myogenic disorders; this same feature was observed
in our study.*® However, no detailed reports have described how often these

abnormalities occur.



53

In both groups, weakness was the most common symptom related to TIMFA,
but other features occurred, such as fatigue, ophthalmoparesis, hypotonia, and cognitive
impairment (Tables 1 and 2). Weakness is a symptom that can occur in both central
nervous system disorders and neuromuscular disorders. In 2001, Imoto and Nonaka
reported the significance of type 1 fiber atrophy in childhood neuromuscular disorders.?

Congenital myopathy is the main diagnosis related to TIMFA in children,
similar to what was reported by lomoto and Nonaka 2001.°> However, this main
diagnosis has not been identified in adults. TIMFA was seen in several congenital
myopathies and was the pathological criterion for determining congenital fiber type
disproportion.! In 2010, Romero demonstrated that centronuclear myopathy is a group
of classic congenital myopathies defined by the presence of an abnormally high number
of muscle fibers with nuclei organized in rows in the central part of the fiber and may be
associated with type 1 predominance and TIFMA.’

In adults, the main diagnosis related to TIMFA is myotonic dystrophy type 1,
which occurs in only 10% of children. The presence of numerous internal nuclei and
various nuclear clusters on a muscle biopsy are common findings of myotonic
dystrophy type 1 but this is usually a late finding, whereas type 1 fiber atrophy is an
early finding.! 'n 2016, Talbot and Maves described in their review the presence of
T1FA in myotonic dystrophy type 1 and congenital fiber type disproportion.>

In our study, two cases of myopathy due to hypothyroidism with type 1 fiber
atrophy were observed. The histological finding most commonly described in this
disease is type 2 fiber atrophy as observed by Monforte et al. in 1990 and McKeran et
al.in 1975.%9

We found two patients with limb-girdle muscular dystrophy presenting with
only TIMFA on the muscle biopsy. Abnormal variations in fiber size are observed on
limb-girdle muscular dystrophy muscle biopsies. Hypertrophied fibers are common, and
type 1 fibers tend to be smaller in diameter than type 2 fibers.!

In our study, two children had leukodystrophy that was associated with TIMFA.
Although this feature was previously reported in patients with metachromatic
leukodystrophy who underwent muscle biopsy, no clear explanation for this finding has
been described. !’

In our sample, one child had spinal muscular atrophy associated with TIMFA.

Some studies described type 1 and 2 fiber atrophy on muscle biopsies of a patient with
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spinal muscular atrophy, and the fibers are typically round rather than angular in
shape.l"!!

Floppy infant syndrome can be caused by a variety of neuromuscular diseases;
due to difficulty defining the etiology, muscle biopsy remains an important diagnostic
tool. In 2013, Bing et al. evaluated 25 patients with floppy infant syndrome using
muscular biopsy and observed several diagnoses, including congenital muscular
dystrophy and congenital myopathy.'? Ten patients with floppy infant syndrome without
etiological diagnoses were observed in the present study.

In dermatomyositis, besides inflammatory features, abnormal fiber sizes are
common, mainly in the perifascicular area, and hypertrophied fibers are rare.! In our
study, there were three cases of dermatomyositis associated with TIMFA, but no
inflammatory signs were found on the muscle biopsies.

Muscle weakness and atrophy have been described in patients with
spinocerebellar ataxia (SCA), but limited data show alterations in muscle biopsy,
Svenstrup et al., 2016 described three cases of SCA28 and in 2 patients the muscle
biopsies showed TIMFA.!* In our study, one case of SCA was identified associated
with TIMFA in muscle biopsy.

Few abnormalities are seen in muscle biopsies in cases of myasthenia gravis,
except at the neuromuscular junction. When alterations are seen on muscle biopsies of
myasthenia gravis patients, they are focal and usually non-specific, including type 2
fiber atrophy and sometimes type 1 fiber atrophy, possibly accompanied by the presence
of small dark angulated fibers.! In our study, we showed one case of myasthenia gravis
with a histopathological diagnosis of TIMFA without other alterations.

Kabuki syndrome and neurodegeneration with brain iron accumulation are
inherited diseases with predominant central nervous system symptoms. However, there
are no data for these diseases regarding the presence of TIMFA on muscle biopsies.
Similar findings occur for epilepsy, a heterogenous pathology that can occur
concomitant to other disorders.!* 16

Since TIMFA is not a common histological diagnosis, limitations of this study
include its small number of samples, variety of etiological diagnoses, and lack of
correlation with a genetic profile. Regarding the correlation between genetic profile and
histological analysis of muscle biopsy in these patients, this was not the objective of our
study, but we speculate that next-generation sequencing studies would be an important

clue for understanding the occurrence of TIMFA in neuromuscular diseases. In
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addition, the international literature has published few articles in this field, making
comparisons between our and other studies difficult.

There are a variety of pathophysiologic conditions that preferentially affect
specific skeletal muscle fiber types and understanding the fiber-type specific effects of
these muscle disorders may provide important insights into muscle disease pathologies.
Thus, the presence of TIMFA as histopathological diagnosis is helpful for diagnosing
adults and children. In addition, our study shows the correlation between age at onset
and etiological diagnosis in patients with TIMFA as the main histopathological

diagnosis.

Abbreviations

T1MFA, type 1 muscle fiber atrophy
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Fig. 1 Mean diameter of muscular fibers type 1 and type 2 in micrometers (um) in

group A and B
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Table 1. Correlation of diagnoses with signs and symptoms in group A.

Weakness Hyporeflexia Ophthalmoparesis Fatigue Myalgia Ataxia  Myotonia Cognitive Ptosis

impairment

Chronic 0 0 0 0 0 0 0 1 0
CNS Erl(iephalopathy

Recessive 0 0 0 0 0 1 0 0 0

cerebellar ataxia

N=1

Myotonic dystrophy 7 1 0 0 0 0 1 1 2
NMD N=7

Dermatomyositis 1 0 0 1 0 0 0 0 0

N=2

Myasthenia gravis 0 0 1 0 0 0 0 0 0

N=1

Limb-girdle 2 0 0 0 0 0 0 0 0

muscular dystrophy

N-2

Hypothyroidism 2 0 0 0 0 0 0 0 0

N=2

Undiagnosed 3 0 0 2 3 0 0 0 0

N=5

Table 1 correlates the diagnoses of patients with TIMFA with signs and symptoms expressed in N for
each diagnosis in group A. N = number of patients, CNS= central nervous system disorders, NMD=

neuromuscular disorders.



Table 2. Correlation of diagnoses with signs and symptoms in group B.

60

Weakness Hyporeflexia Hypereflexia ~ Cognitive impairment  Ptosis Hypotonia

Epilepsy 0 0 0 1 0 0
CNS N=1

Kabuki syndrome 1 0 0 0 0 0

N=1

NBIA 1 0 0 0 0 0

N=1

Leukodystrophy 0 0 0 1 0 1

N=2

Dermatomyositis 1 0 0 0 0 0

N- 1

Limb-girdle muscular 1 0 0 0 0 0
NMD dystrophy

N=1

Spinal muscular 1 0 0 0 0 1

atrophy

N=1

myotonic dystrophy 3 0 0 0 0 0

N=3

Centronuclear 2 2 0 0 0 1

myophaty

N=2

Congenital fiber type 2 0 1 0 0 4

disproportion

N=5

Floppy baby 4 0 0 0 2 10

N=10

Table 2 correlates the diagnoses of patients with TIMFA with signs and symptoms expressed in N for

each diagnosis in group B. N = number of patients, CNS= central nervous system disorders, NMD=

neuromuscular disorders.



