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RESUMO

Os vactiolos sdo formagdes anormais encontradas nas fibras musculares,
podendo ser classificados morfologicamente quanto ao tamanho, nimero, posigdo,
forma, presenga de membranas e se marginados ou ndo. Os vaciiolos marginados,
podem ser encontrados em diversas doengas, entre elas a miosite com corpos de
inclusdo citoplasmatica. Esta é caracterizada clinicamente como uma polimiosite
cronica tendo na histologia do musculo a presenga dos vacuolos marginados, €
denominados histologicamente de corpos de inclusdo citoplasmaticos, podendo ter
filamentos intranucleares e intracitoplasmaticos.

Com o objetivo de estudar os vaciiolos com aspecto histologico de corpos
de inclusdo citoplasmatica, foram estudados todos os casos entre 1400 bidpsias
musculares que apresentaram os mesmos, procurando correlacionar com os dados
clinicos laboratoriais, afim de verificar a sua especificidade para determinadas
doengas. Foram encontrados 16 casos.

Dos 16 casos, a idade média foi de 36.0 anos, o inicio da doenga teve a
média de 20.5 anos e o tempo de doenga de 5.5 anos. Os casos foram classificados
conforme a histéria clinica, hereditariedade, dados laboratoriais, eletrofisioldgicos,
histoquimicos, imunocitoquimicos e microscopia eletronica em miosite com
corpos de inclusdo citoplasmatica (4 casos), atrofia muscular espinhal juveuil (6
casos), miopatias distais (3 casos), distrofia de cinturas pélvica e escapular (2
casos) e polineuropatia periférica (1 caso).

As enzimas musculares, mais especificamente a creatinoquinase mostrou-se
elevada em dez casos. Apenas um caso mostrou moderada redug@o nas condugdes
nervosas. A eletromiografia esteve alterada em todos os casos sendo que, em
cinco, casos a mesma mostrou sinais de desinervagdo (ativa € ou cronica), oito
foram miopaticos e em dois casos mista (neuromiopatica).

‘A biopsia muscular pela histoquimica em cinco casos mostrou
histologicamente uma miopatia (ativa e ou cronica); em sete casos, elementos para
miopatia e desinervagdo (misto); em dois casos, desinerva¢do; e em dois casos,
miopatia inflamatoria. Todos os casos mostravam vacuolos marginados.

O estudo imunocitoquimico demonstrou predominio de linfécitos CD8+ no
intersticio na maioria dos casos, e ocasionalmente nas regides perivasculares e no
interior das fibras musculares. As miosites por corpos de inclusdo citoplasmatica
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tiveram importante aumento de linfocitos CD8+, em relagdo a outras doengas. A
detecgdo de imunoglobulinas e complemento foram mais evidentes na miosite com
corpos de inclusdo citoplasmatica, embora nfo demonstre uma diferenga marcante,
exceto na polineurite em que ndo teve nenhuma célula ou deposigdo de
imunoglobulina.

A microscopia eletronica demonstrou a presenga de filamentos nucleares €
dispersos no citoplasma em cinco casos, um caso demontrou a presen¢a de
filamentos no niicleo e regido subsarcolemal, dois casos mostraram filamentos na
regido subsarcolemal e citoplasma. Em um caso, os filamentos estavam dispersos
no citoplasma e nucleo, sendo que em sete casos ndo foram observados filamentos
intracitoplasmaticos Qu intranucleares.

Foi concluido que: 1) Os filamentos intracitoplasmaticos e intranucleares
ndo sdo especificos para uma tnica entidade; 2) A presenga de reagdo inflamatéria
auxilia na diferenciag@o das outras doengas com miosite com corpos de inclusdo
citoplasmatica; 3) A creatinaquinase e eletromiografia ndo sdo uteis para
diferenciar a miosite com corpos de incluso citoplasmatica das outras entidades;
4) Existe um predominio de linfécitos T no intersticio nas miopatias com corpos
de inclusdo citoplasmatica; 5) Foi notado importante aumento de linfécitos CD8+
no intersticio, sugerindo relagdo com o complexo maior de histocompatibilidade 1
(MCH1); 6) Houve inversdo da proporgdo de linfocitos CD4+/CD8+, sugerindo
processo mediado pelo MCH1; 7) As imunoglobulinas e complemento foram
detectadas com maior freqiiéncia nas miosites com corpos de inclusdo
citoplasmatica; 8) Os corpos de inclusdo citoplasmatica ocorrem em diversas
entidades, com patogenia e patologia global diferente, sugerindo se tratar de uma
reagdo celular inespecifica, talvez relacionada com tempo de agressdo cronica da
fibra muscular, tanto nos processos de origem muscular primaria, como de origem
neurogénica.



SUMMARY

The vacuoles are abnormal structures of the muscle fibers, who can be
morphological classified according the size, number, location, shape, presence of
membranes or if they are rimmed. The rimmed vacuoles can be find in several
diseases, mainly in the inclusion body myositis. This disease can be presented as
chronic polymyositis with rimmed vacuoles in the histology, also called
cytoplasmatic inclusion body, with cytoplasmatic or nuclear filaments.

With the objectives to study the histopathological aspects of the
cytoplasmatic inclusion bodies, we select all the cases who presented rimmed

vacuoles among 1400 muscle biopsies, who had the clinical history and laboratory
investigation available.

We found 16 cases, with mean age of 36.0 years, whose disease started at
20.5 and a mean disease time 5.5 years. The cases where classified regarding the
clinical history, hereditary pattern, serum laboratory determinations,
electrophysiological tests, histochemical and immunocytochemical analysis and
electron microscopic findings in inclusion body myositis (4 cases), juvenile spinal
muscular atrophy (6 cases), distal myopathy (3 cases), limb-girdle muscular
dystrophy (2 cases) and peripheral neuropathy of unknown etiology (1 case).

The serum enzymes, specially the creatinekinases, was increased in ten
cases. Only one case had reduced nerve conduction velocity. The
electromyography was abnormal in all cases with denervation pattern in five and
myopathic pattern in eight and in two cases had a mixed pattern (myopathic and
denervation).

The muscle biopsy histochemistry had the diagnosis of myopathy (active
and chronic) in seven cases, mixed (myopathy and denervation findings) in two

cases, denervation in two and inflammatory myopathy in two. All the cases had
rimmed vacuoles.



The immunocytochemical analysis showed CD8+ lymphocytes in the
interstitial in most cases, occasionally ip the perivascular region and rarely inside
the muscle fibers. The inclusion body myositis cases had increased of CD8+
lymphocytes comparing with the other diseases. The immunoglobulins and
complement deposition were slight more intense in the inclusion body myositis,
comparing with the other diseases. The peripheral neuropathy had no cells or
immunoglobulins found any time.

The electron microscopy detected filaments in the nucleus and diffusely in
the cytoplasm in five cases, one case only in the nucleus and sub-sarcolemmal
region, two cases with filaments in the sub-sarcolemmal and cytoplasm. One case
had filaments where dispersed in the cytoplasm and nucleus. Seven cases had no
filaments found in nucleus or cytoplasm.

The following conclusion was drawn: 1) The intracytoplasmic or
intranuclear filaments is not specific for only one disease. 2) The inflammatory
reaction help in the differentiation of the inclusion body myositis from the other
diseases studied. 3) The creatinekinase and electromyography where useless in the
differentiation the inclusion body myositis from other diseases. 4) A predominance
of T lymphocytes was found in the interstitial tissue in the cases of inclusion body
myositis. 5) Was noted an important increased of the CD8+ lymphocytes in the
interstitial tissue, suggesting a relationship with the major histocompatibilty 1
complex (MCH1). 6) An inversion of the CD4+/CD8+ lymphocyte's proportion
was found , suggesting a mediation by the MCH1. 7) The immunoglobulins and
complement deposition were found with major frequency in the inclusion body
myositis. 8) The cytoplasmatic inclusion bodies can be found in several diseases
with different pathogenesis and pathology, suggesting a non specific cellular
reaction, maybe related with the time of the chronic aggression to the muscle
tissue, who can be similar in the primary muscle lesion and neurogenic etiology.



INTRODUGAO

Os primeiros relatos da realizagdo da bidpsia muscular datam de 1864,
quando Wernich faz uma bidpsia numa crianga do sexo masculino de 11 anos, que
apresentava paralisia muscular pseudohipertréfica. Apos este relato inicial, no ano
seguinte foram feitas outras bidpsias por Griesinger e Heller, difundindo o método
[DUCHENNE, 1868; GRIENSINGER, 1865].

Embora Duchenne tenha procurado sistematizar os dados na distrofia
muscular que leva o seu nome, foi somente Erb em 1891, que estudando diversos
tipos de distrofias musculares progressivas, descreveu as principais alteragdes
encontradas nas miopatias primarias, que serviram como fundamento da anatomia
patolégica muscular [DUCHENNE, 1968; ERB, 1891].

Em 1955, Wachstein & Meisel realizam pela primeira vez a histoquimica
muscular no tecido humano, que até entdo era indentificado apenas pela parafina,
que ndo possibilitava a identificagdo das reagGes enzimaticas do musculo
[WACHSTEIN & MEISEL, 1955].

Gradativamente, o estudo da patologia muscular foi se aperfeigoando com a
introdugdo na rotina diagnostica de técnicas de histoquimica, microscopia
cletronica e imunocitoquimica, permitindo identificar diversas estruturas e
ultraestruturas normais e patologicas encontradas no tecido muscular,
possibilitando ampliar os diagnosticos patologico e nosoldgico das doengas

neuromusculares [BECKETT & BOURNE, 1957a; BECKETT & BOURNE 1957b; BECKETT & BOURNE
1958a; BECKETT & BOURNE 1958b, DUBOWITZ, 1985; FITZSIMON & SEWRY, 1985; MAIR & TOME 1972].

Entre as inumeras estruturas que foram identificadas pelos métodos
histolégicos, histoquimicos, microscopia eletrdnica e imunocitoquimica, estdo os
vacuolos, que possuem fungdes, estrutura e patogenia diferentes, conforme a sua
origem e estimulo para sua formag3o.
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VACUOLOS

Chamamos de vaciolos a formag3o anormal de espagos ou cavidades que
alteram a estrutura da organizagdo miofibrilar. Essas estruturas devem ser
observadas pelo menos por um método de coloragio e, as vezes, pode ser
observado o depdsito de material dentro destas cavidades, que € identificado com
o auxilio da histoquimica [ENGEL, 1972; ENGEL & BANKER, 1986a; ENGEL & BANKER, 1986b].

Quando os  vactolos predominam na  biépsia  muscular,
anatomopatologicamente o espécimem é classificado como miopatia vacuolar,
como na paralisia periddica hipocalémica e, em outros casos a presenga do mesmo
¢ pouco especifica como na distrofia oculofaringéia. No entanto, os vaciolos nos
musculos representam uma alteragdo comum e sio achados numa variedade de
doengas, sendo muitas vezes inespecifico [ENGEL ,1972; ENGEL & BANKER, 1986a .

CLASSIFICACAO

Os vactolos podem ser classificados morfologicamente conforme seu
tamanho em grandes e pequenos, conforme a forma, em marginados e livres;
conforme o nimero em unicos e multiplos; conforme a posigéo na fibra muscular,
em periféricos e centrais; conforme o tipo de membranas que o circunda em
continuas, podendo ndo possuir membranas [ENGEL ,1972].

CONTEUDO

A determinagdo do conteido do vaciolo é importante, pois define muitas
vezes qual a estrutura celular que esta envolvida. O contetido pode ser formado por
organelas normais degradadas, produtos da degradagdo do citoplasma, formagéo
de estruturas anormais nas células, glicogénio, substincias 4cidas mucbides,
lipidios e liquidos com ou sem comunicagdo com o espago extracelular. Pode
também haver a combinagio dos materiais acima e também, muitas vezes, 0
material ndo é definido [ENGEL ,1972].

A presenga de material oriundo da degeneragdo do citoplasma ¢ observado
na deficiéncia de maltase 4cida, na paralisia periodica, na distrofia oculofaringéia e
miosite por corpos de incluséo citoplasmatica. Nenhum tipo especifico de vacuiolo
¢ diagnéstico de determinada doenga, mas certos tipos estdo associados com
determinadas patologias. As caracteristicas dos vactolos podem mudar conforme a
evolugdo da doenga, como ocorre com outras organelas celulares frente aos
diferentes estimulos patogénicos que agridem a fibra muscular (ENGEL & BANKER, 1986a}.



Introdugio

FORMACAO

Quanto a formagdo, os vaciolos pode ser oriundos da degeneragdo
sarcotubular como ocorre na paralisia periddica, acimulo de material que ndo
consegue ser devidamente metabolizado como glicogénio e lipidios e,
vacuolizagdo decorrente dos processos autofiagicos como ocorre na
dermatomiosite, polimiosite, miosites por corpos de inclusdo citoplasma, distrofia
miotdnica, miopatias distais, distrofia oculofaringéia. [ENGEL, 1972; ENGEL & BANKER,
1986b; CULLEN & COL., 1992].

TIPOS DE VACUOLOS
1. VACUOLOS DE ACUMULO.

Os lipidios (triglicerideos e acidos graxos) sdo as substdncias que se
acumulam com maior freqiiéncia na fibra muscular, formando vaciolos. As fibras
musculares normalmente contém pequenas colegdes de lipidios, principalmente
nas fibras do tipo 1. Estas coleg¢des podem aumentar em pacientes obesos ou com
distarbio do metabolismo mitocondrial e lipidico, formando microvaciiolos ou
vacuolos maiores. Eles sdo melhor detectados por cortes com criostato e
coloragdes para gordura, diferindo dos vaciolos autofagicos por ndo conterem
membranas e autofagia. Outro material normalmente observado é o glicogénio,
observado em forma de granulos e principalmente nas fibras musculares tipo 2.
Em condigdes anormais, o glicogénio tende a acumular em todas as partes da fibra,
quando desaparecem as outras organelas, para preencher os espagos vazios. Assim,
na deficiéncia de maltase acida, hd grande acimulo, principalmente nas formas
infantis, onde a grande quantidade de glicogénio livre no citoplasma comprime,
desloca e substitui as organelas preexistentes. Mais raramente, este acamulo se faz
em reservatorios circundados por membranas ou em vacuolos autofagicos,
formados por membranas derivadas do sistema T e cisterna de Golgi [ENGEL &
BANKER, 1986, CULLEN & COL, 1992; ENGEL ,1972].

2. VACUOLOS AUTOFAGICOS

Os vacudlos autofagicos sdo formados por produtos da vacuolizagdo
autofagica, sendo secundarios a ativagdo dos lissomas e seus enzimas. O musculo
esquelético contém somente pequenas estruturas lisossomais identificadas pela
fosfatase acida na regido proxima ao nicleo, na dobra juncional e citoplasma da
jungdo neuromuscular. As enzimas lisossomais sdo sintetizadas no reticulo
endoplasmatico, processadas pelo aparelho de Golgi e liberadas primeiramente
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para os lisossomas através da cisterna de Golgi. Quando as enzimas lisossomais
sdo liberadas para os espagos das membranas que contém material citoplasmatico
sequestrado, estes espagos transformam-se em lisossomas secundérios ou vacuolos
autofagicos. Incialmente ocorre o englobamento de pequenas 4reas do citoplasma,
gradualmente os espagos entre as membranas aumentam, e fundem-se, tornando-se
maiores, coalescem e transformam-se em grandes vacuiolos autofagicos.
Posteriormente, o material dos vactolos é transferido para a superficie da
membrana e ocorre exocitose do seu conteudo. Alguns vaciolos, principalmente
aqueles que contém material uniforme (granulos de glicogénio), raramente liberam
seu material para o exterior. Outros fechados, contendo organelas parcialmente
degradadas tornam-se um estigio intermedidrio, matriz e organelas e no final
apenas matriz amorfa (paralisia periddica, sindromes miasténicas e ocasionais em
polimiosites) [ENGEL ,1972; ENGEL & BANKER, 1986b].

Diversos estimulos promovem a formagdo dos vaciolos autofagicos. Estes
incluem deficiéncia de enzima lisossomal (maltase 4cida); degradagdo prejudicada
de conteddo lisossomal por um aumento do pH lisossomal (miopatia da
cloroquina); inibigdo do catabolismo dos fosfolipideos (miopatia da vincristina).
Em cada um destes fatores, o estimulo para proliferagdo do lisossoma é decorrente
de um defeito na digestdo ou no controle da ativagdo dos lisossomas. Em outras
doengas como a paralisia periédica, miopatia por emetina, miopatias inflamatérias
e distrofias musculares, existe uma degradagio extralisossomal de organelas, que
parece ser estimulo englobador nos vacuolos autofagicos, sendo que sua destruigdo
pode ser completa. O estimulo para a formagio dos vaciolos autofigicos na
miopatia distal ndo € conhecido, sendo que alguns autores acham que esta

miopatia se produz devido a algum defeito enzimatico lisossomal [ENGEL & BANKER,
1986b; FUKUHARA & COL, 1980; NONAKA & COL, 1981]

3. VACUOLOS MARGINADOS

Os Vacuolos marginados sio também de carater autofigico, com forma
irregular ou arredondada. Possuem uma margem de cor azul na hematoxilina e
eosina e vermelha no tricomori de Gomori modificado por Engel e Cuninghan.
Eles contém estruturas membranosas multilamelares, acompanhada por granulos
de glicogénio, corpos densos, material amorfo, fibrilar e granular. O conteiido do
vactiolo nos cortes com criostato e microscopia optica, devido ao artefato de corte,
as vezes ndo permitem a sua visualizagdo completa no citoplasma das fibras,
porém o esbogo permanece nas paredes. Suas bordas sdo coradas pelo "Sudan
Black b" e tetr6xido de osmium, e exibindo atividade na fosfatase acida. Na
microscopia eletrOnica, na linha granular do vaciolo podem ser observadas
enrodilhados de membranas [ENGEL & BANKER, 1986a; FUKUHARA & COL., 1980].
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Um grande nimero de patologias neuromusculares apresentam vactiolos
marginados como um dado histologico proeminente, que levou diversos autores a
descreverem entidades com patogenia diferente, como na distrofia oculofaringéia,
miosite por corpos de inclusdo citoplasmatica, masculos desinervados e miopatias
distais [ENGEL & BANKER, 1986a, FUKUHARA & COL., 1980].

DESCRICOES DE CASOS COM VACUOLOS MARGINADOS E
FILAMENTOS INTRANUCLEARES E CITOPLASMATICOS

Em 1965, Adams e Colaboradores, estudaram um paciente com
dificuldades para correr desde a infincia, que apresentava fraqueza proximal em
membros superiores, sem historia familiar, com paralisia de musculos tibiais
anteriores e discreta ptose palpebral. As enzimas musculares eram normais € a
eletromiografia mostrava um padréo miopatico. A bidpsia muscular mostrava uma
miopatia com importante infiltrado inflamatdrio, sendo observados trés tipos de
corpos de inclusdes. Um tipo era irregular e homogéneo, com massas eosinofilicas
e bordos indefinidos, ocorrendo no citoplasma, isolados ou em associagdo com os
outros tipos de inclusdo. O segundo tipo era menor, com margens claras e
arrodeadas por halo claro. O terceiro tipo, mais raro, estava localizado no nucleo
sarcolemal e também era eosinofilico. As inclusdes citoplasmatica ocorriam em
fibras com alteragGes degenerativas enquanto que as inclusdes nucleares estavam
em fibras melhor preservadas. Os trés tipos podiam ser encontrados nas mesmas
fibras e nem todas as fibras onde as inclusdes se encontravam, estavam envolvidas
por células inflamatérias. Culturas para virus foram negativas e estudos
bioquimicos dos componentes subcelulares nio mostraram anormalidades. A
conclusdo dos autores, ¢ que a regularidade na forma e tamanho das inclusGes
celulares sugeriam a origem numa \inica organela e ndo simplesmente a quebra dos
produtos de degeneragdo do sarcoplasma [ADAMS & COL., 1965].

Em 1968, Chou descreveu um paciente com polimiosite cronica, cuja
bidpsia muscular mostrava uma miopatia inflamatéria e o estudo pela microscopia
eletronica encontrou numerosos corpos membranosos, granulos densos, agregados
de estruturas filamentares no citoplasma, nos nicleos sarcolemais e observaram
trés tipos de inclusdes diferentes. O primeiro consistia de filamentos com ou sem
cromatina rechassada para a periferia, s vezes agrupados longitudinalmente em
feixes, tendo um comprimento maior que 1 micra. O segundo tipo consistia de
miltiplos vacuolos, cercados por uma membrana, existindo filamentos
microtubulares, dentro da mesma. O terceiro tipo, consistia de massas redondas e
isoladas, cercadas por uma membrana dupla, continua com a membrana nuclear e
mostrando invaginagdo para o citoplasma. As inclusdes citoplasmaticas com
filamentos tubulares eram mais compactadas e separadas das miofibrilas.



Introducdo

Ocasionalmente, os filamentos estavam entre as miofibrilas e livres no citoplasma.
Tanto os filamentos do nicleo como do citoplasma excediam a 1 micra de
comprimento, com didmetro de 100 a 230 Angstroms (A), tendo um didmetro
interno de 60 a 74 A. Esse autor acreditava que os filamentos provavelmente eram
oriundos dos ribonucleotideos helicoidais, que sdo comumente encontrados em
culturas de células infectadas por mixovirus, que tém a habilidade de formar
inclusGes eosinofilicas em cultura de células. Tendo em vista essas comparagoes, 0
autor acreditava que este tipo de polimiosite era de etiologia viral e 0 mixovirus
um dos possiveis agentes etiologicos [CHOU ,1968].

Em 1971, Yunis e Samaha aplicam o termo de miosite por corpos de
inclusdo citoplasmatica (MCIC), para um caso de polimiosite crénica, com
fraqueza muscular que iniciou nos membros inferiores, com hiporreflexia, atrofia
muscular proximal e cuja bidpsia muscular apresentava uma miopatia inflamatéria
cronica. A alteragdo marcante foi a presenga de corpos eosinofilicos espalhados
dentro das fibras musculares e inclusGes nucleares palidas. Os corpos
citoplamaticos ocorriam em fibras com degeneragdo e eram mais comuns nas
fibras mais preservadas, formando vaciiolos. Estes vaciiolos eram arredondados,
ovais ou irregulares, delineados por uma camada vermelha pirpura ou
apresentavam uma capa concéntrica de material basofilico no tricromo de Gomori
modificado. As inclusdes intranucleares eram levemente fibrilares e eosinofilicas.
Os nucleos eram maiores e as inclusGes encontradas assemelhavam-se as da
panencefalite esclerosante subaguda. Os filamentos nucleares mediam 150 A e seu
lamen era de 30 A. Os filamentos citoplasma mediam 170 A e seu limem media
40 A. A presenga dos filamentos lembrava estruturas semelhantes aos

paramixovirus, mas todas as culturas para virus foram negativas [YUNIS & SAMAHA,
1971].

Em 1978, Carpenter e Colaboradores, descreveram seis casos que
denominaram miosites por corpos de inclusio, sendo que todos os pacientes
tinham dores musculares, astenia progressiva predominantemente distal, com
hiporreflexia generalizada, sem historia familiar. Em trés casos, havia queixa
subclinica de envolvimento de nervos periféricos, porém a investigagdo para
neuropatia foi negativa. As enzimas musculares eram normais ou discretamente
elevadas e a eletromiografia apresentava um padrio misto (neuromiopatico). A
bidpsia de musculo apresentava aspectos de miopatia inflamatéria com vaciolos
marginados que continham granulos basofilicos no seu interior. Algumas fibras
continham um ou mais vaciolos de 2 a 15 micras de didmetro, e as vezes
apresentavam um delineamento basofilico na hematoxilina-eosina, coravam-se de
marrom com tetroxido de 6smio e de azul com hematina 4cida de Baker. Os
vacuolos ndo apresentavam atividade na fosfatase acida, porém os granulos da
parede no seu interior reagiam positivamente. A microscopia eletronica revelou
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massas de filamentos de 150 a 180 A., usualmente vistos no citoplasma, cercados
de membranas, préximos aos vaciolos e provavelmente correspondentes aos
granulos basofilicos vistos na histoquimica. Em secgGes transversais eles pareciam
tubulares e apresentavam centro escuro. Trés pacientes apresentavam filamentos
no interior do nucleo e em quatro pacientes foram vistos corpos citoplasmaticos.
Os filamentos descritos sdo achados mais no citoplasma que no nicleo, sendo
possivel que os formados no niicleo, sejam liberados para o citoplasma por quebra
da membrana nuclear. Eles acreditavam que a MCIC é uma doenga primariamente
muscular, e as alteragdes encontradas na eletromiografia sugerindo um
comprometimento neurogénico eram originados do dano primario da fibra
muscular. Esses autores sugeriram que essas estruturas lembram nucleocapside

viral de células infectados na leucoecenfalite sub-aguda esclerosante [CARPENTER &
COL 1978].

Eisen e Colaboradores, em 1983, descrevem 6 pacientes com idade entre 61
e 78 anos, um dos quais apresentava historia familiar, com sintomas que iniciavam
em média 5.4 anos antes, com atrofia e fraqueza muscular, sendo na metade dos
casos, 0 inicio assimétrico, tendo, a maioria redugdo ou auséncia de reflexos
profundos. As enzimas musculares apresentavam-se discretamente aumentadas ou
normais. A eletromiografia, em 50% dos casos mostrou padrdo neurogénico e os
demais padrdo miopatico. A velocidade de condugdo nervosa mostrou redugdo da
amplitude dos potenciais em nervos peroneiros e tibiais posteriores na metade dos
casos (<0,5mV). A amplitude da resposta do nervo peroneiro superficial foi baixa
em 2 pacientes (2 microvolt). Todos os casos mostraram vactolos na periferia da
fibra; em trés casos, a bidpsia muscular revelou miopatia inflamatéria e também
foram observadas, nas bidpsias, alteragdes neurogénicas, com fibras angulares
atroficas, atrofia em grupos e alvos. Em todas as biOpsias na microscopia
eletronica, foram observados enrodilhados de membranas osmiofilicas, inclusdes -
filamentosas intranucleares e intracitoplasmaticas com 15 a 20 nm de didmetro.Os
autores concluem que MCIC é uma doenga bimodal, com caracteres histologicos

de miopatia e desinervagdo, sem ter envolvimento direto da unidade motora [EISEN
& COL, 1983].

Ringel e Colaboradores, em 1987, relataram 19 casos com o diagndstico de
miosite de corpos de inclusdo citoplasmatica, com a idade média de 62,9 anos e
sintomas que se iniciaram em média 5 anos antes. Apresentavam dores musculares
e fraqueza progressiva simétrica, maior nas pernas, tanto proximal quanto distal. A
maioria destes pacientes tinha fraqueza simétrica, com cinco pacientes tendo
fraqueza assimétrica nas mio ou pernas. Disfagia estava presente em alguns dessas
casos e foi menos proeminente que fraqueza facial. Nenhum tinha histéria familiar
e ndo responderam a terapéutica com corticosterdide e terapia imunossupressiva.
As enzimas séricas de origem muscular estavam moderadamente aumentadas em
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15 pacientes. A eletromiografia revelou padrdo miopatico em oito dos 14 casos,
sendo que os demais tinham alteragGes neurogénicas. As bidpsias musculares
evidenciaram uma miopatia inflamatéria e foram encontrados diversos vacuolos
marginados com centro claro e basofilico com parede granular nas fibras
musculares. Na microscopia eletronica existiam vaciolos autofagicos com
enrodilhados de membranas, lisossomas e glicogénio, com filamentos que mediam
15-18 nm no seu didmetro externo € 5 a 6 nm no didmetro interno, ocasionalmente
eram vistos no citoplasma e nicleo. A bidpsia de nervo sural de quatro casos
mostrou uma redugdo das fibras mielinizadas de todos os tamanhos. Os estudos de
imunocitoquimica mostraram que a reag#io inflamatéria e a lesdo celular eram
mediadas por linfocitos T, semelhante a que ocorre em polimiosites, mas diferente
da que ocorre na dermatomiosite [RINGEL & COL., 1987].

Lotz e Colaboradores, em 1989, relatam 40 casos de MCIC, cuja idade
média do inicio dos sintomas era de 56.1(28-71 anos). Somente 7 pacientes tinham
menos de 50 anos e nenhum tinha histéria familiar. A grande maioria dos
pacientes iniciaram com fraquezas em membros inferiores € um nimero pequeno
em membros superiores ou nos quatro membros. Em dois tergos dos casos a
fraqueza foi proximal, e na metade dos casos era distal ou raramente difusa. Um
tergo dos casos apresentava queixas de disfagia. Os reflexos tendineos estavam
globalmente reduzidos ou ausentes em dois tergos dos pacientes. Alguma forma de
neuropatia periférica foi observada em 18% dos casos € a asociagdo com doengas
autoimunes foi relatada em 15% dos casos. A creatinoquinase esteve discreta ou
moderadamente elevada em 80% dos casos. A velocidade de condugdo nervosa
mostrou-se normal em todos os pacientes, exceto nos que tinham alguma forma de
neuropatia associada. A maioria das eletromiografias sugeriam padrdo misto. Em
todos os casos, existiam um ou mais vaciiolos por campo pequeno, € na maioria
dos casos a biOpsia era de miopatia inflamatoria. InclusGes citoplasmaticas
.eosinofilicas foram observadas em 58% dos espécimens. Em 46% dos espécimens
foi encontrada a combinagdo de inclusGes eosinofilicas, com vactolos marginados
e na microscopia eletronica, inclusdes filamentosas em todos os pacientes. Em 39
casos, as inclusdes estavam posicionadas proximo aos vaciiolos, sendo que as
inclusdes intranucleares foram encontradas em um ter¢o dos casos. O didmetro dos
filamentos intracitoplasmaticos e intranucleares variaram em 17-21 nm e 10-14 nm
respectivamente. Estes autores tentaram diferenciar a MCIC das demais miopatias
inflamatérias utilizando como critérios: inicio insidioso com dores e fraqueza
muscular, niveis de creatinoquinase menores que 10 vezes o normal, refratariedade
para o tratamento com altos niveis de prednisona, pelo menos a presen¢a de um
vaciiolo por campo pequeno, pelo menos um grupo de fibras atréficas por campo
pequeno, exutado inflamatério peri e endomesial e a microscopia eletronica
mostrando inclusGes filamentosas tipicas [LOTZ & COL.,1989].
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ASSOCIACAO DE CORPOS DE INCLUSAO CITOPLASMATICA COM
OUTRAS DOENCAS

Com o decorrer dos anos, foram descritas diversas doengas onde foram
encontrados corpos de inclusdo citoplasmatica similares aos encontrados nas
descrigdes até aqui citadas, porém que n3o seguem os critérios diagnosticos
anteriormente citados [ABARBANEL & COL., 1988; COLE & COL., 1988; COQUET & COL., 1990;
FUKUHARA & COL., 1980; LANE & COL., 1985, GUTMANN & COL., 1985, MASSA & COL, 1991;

MATSUBARA & TANABE, 1982., NONAKA & COL, 1981; RIGGS & COL., 1984; SERRATRICE & COL., 1989;
YOOD & SMITH, 1985].

Diversos autores relataram formas clinicas de atrofias com corpos de
inclusdo citoplasmatica, sendo que apresentavam sinais de desinervagido na
eletromiografia. Na maioria das bidpsias, a reagdo inflamatoria estava ausente € a
metade dos casos mostrou agrupamento na bidpsia muscular [ABARBANEL & COL.; 1988,
SERRATRICE & COLS., 1989].

Foram descritas também formas tipicas da doenga de Kugelberg Welander
com vacuolos marginados sendo que um deles demonstrava filamentos de 16-18
nm no citoplasma semelhantes aos descritos anteriormente [FUKUHARA & COL., 1980].

Nonaka e Colaboradores decreveram trés casos de uma familia com
miopatia distal autossomica recessiva que iniciou na idade adulta, tendo fraqueza
muscular distal lentamente progressiva, comprometendo principalmente musculos
tibiais anteriores e, na bidpsia muscular, era marcante a presenga de vactolos
marginados, auséncia de necrose e fagocitose. Um dos casos apresentava corpos de
inclusdo filamentosos no nicleo medindo de 15-20 nm [NONAKA & COL., 1981].

Foram também descritas outras miopatias distais com historia familiar e que
possuiam inclusdes filamentares. Dois casos foram descritos por Matsubara e
Tanabe [MATSUBARA & TANABE, 1982], um caso descrito por Fukuhara e Colaboradores,
cujo familiar apresentava distrofia oculofarigéia [FUKUHARA & COL., 1982], € um caso
com filamentos nucleares, descrito por Mizusawa e Colaboradores MIZUSAWA &
COL., 1987].

Massa e Colaboradores descreveram dois casos com historia familiar, que
iniciaram na idade adulta com fraqueza muscular nas cinturas pélvica e escapular e
cuja biopsia muscular revelava uma miopatia cronica ativa, com importante
variagdo do didmetro de fibras (hipertrofia e atrofia), tendo a presenga de corpos
de inclusdo citoplasmatica [MASSA & COL., 1991].
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Coquet e Colaboradores relataram 10 casos de distrofia muscular
oculofaringéia, que apresentavam além da clinica ocular, disfagia e a presenga de
vacuolos marginados, cuja biépsia dos musculos extraoculares, deltéide ou
orofaringeus apresentavam inclusGes nucleares de 8.5 nm filamentares
citoplasmaticas com 16-18 nm de didmetro [COQUET & COL., 1990].

Varios casos isolados, chamados de MCIC foram descritos
associados a doengas imunologicamente mediadas como lupus eriematoso
sistémico (LES) [yooD & sMITH, 1985], sindrome de Sjogren [GUTMANN & COL., 1985],
outras doengas do colageno [LANE & COL., 1985] € trombocitopénia cronica autoimune
[RIGGS & COL, 1984], leucoencefalopatia periventricular com miopatia familial com
alteragdes musculares que lembravam miosite por corpos de inclusdo [COLE &
COL.,1988].

Tendo em vista a grande variedade de doengas descritas que apresentam
vaciolos marginados e corpos de inclusdo citoplasmatica, com patogenia, aspectos
clinicos e hereditariedade diferente, é possivel que talvez estejamos observando
uma alteragdo histologica, comum a diversos fatores patogénicos.

Como foi exposto acima, tivemos diversas dividas quanto a classificagdo
clinica dos pacientes com corpos de inclusdo citoplasmatica na bidpsia muscular.
Por isso, nos propomos a efetuar o presente estudo.

Dada a variedade de apresentagdes clinicas, laboratorial e histolégica dos
casos que apresentavam vacuolos marginados na biépsia muscular, detectados no
Servigo de Doengas Neuromusculares do Hospital de Clinicas da Universidade
Federal do Paran4, resolvemos estuda-los.
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OBJETIVOS

1. Estudar as estruturas descritas como "corpos de inclusdo citoplasmatica" nas
bidpsias musculares processadas a fresco e procurar correlacionar com os dados
clinicos e laboratoriais.

2. Verificar se os "corpos de inclusdo citoplasmatica" tém especificidade para
determinada doenga ou se ocorrem em entidades diferentes.

3. Tentar relacionar os "corpos de inclusdo citoplasmatica" com determinado fator
patogénico.
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MATERIAL E METODOS

1. CASUISTICA

Foram detectados 16 casos entre 1400 bidpsias existentes no banco de
dados do Laboratorio Histoquimica do Servigo de Doengas Neuromusculares do
Hospital de Clinicas da Universidade Federal do Parana, realizadas no periodo de
1976 a 1990, cuja presenga de vaciiolos na histologia sugeria corpos de inclusdo
citoplasmatica.

A idade variou entre 7 e 69 anos, com idade média de 36,0 £19,9 anos,
sendo que doze eram do sexo masculino ¢ quatro do sexo feminino. O inicio da
doenga variou entre 2 e 59 anos, ocorrendo em média aos 20,5 £19,5 anos € o
tempo de doenga entre 2 e 45 anos, com média de 5,5 11,7 anos (tabela 1).

Tabela 1
CASUISTICA
CASO IDADE (anos) SEXO INICIODA  TEMPO DE
DOENCA DOENCA
(anos) (anos)

1 28 M 26 2

2 53 M 43 10

3 62 M 56 6

4 71 F 59 12

5 7 M 5 2

6 14 F 4 10

7 16 M 14 2,5

8 20 M 18 2

9 31 M 28 3
10 69 F 64 5
11 20 M 15 5
12 25 M 23 2
13 47 M 2 45
14 44 M 15 29
15 29 F 13 16
16 41 M 27 14

F= feminino. M=masculino
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A maioria dos pacientes foram avaliados no ambulatorio de Doengas
Neuromusculares da Especialidade de Neurologia do Departamento de Clinica
Médica e a seguir admitidos. Na admissdo, além da rotina normal da avaliagdo
médico-neuroldgica, foram submétidos a um protocolo rotineiro do servigo com
énfase 4s queixas de dores musculares, cdimbras, diplopia, disfagia, disfonia. O
protocolo consta da identificagdo, seguido por exame neuroldgico minucioso
envolvendo principalmente queixas especificas da doenga, teste da forga muscular
nos diversos grupos musculares proximais e distais de membros superiores e
inferiores, avaliando-se os misculos isoladamente pela escala do Medical
Research Council [MEDICAL RESEARCH COUNCIL, 1976]. Também foram registradas
atrofias e hipertrofias musculares, lordose, cifose, escoliose, contraturas
musculares, deformidades nas articulagdes, miotonia e ptose palpebral.

A seguir descrevemos sucintamente os casos estudados, relatando somente
os dados positivos e negativos de importéincia.

CASO 1: P.A'S, 28 anos, sexo masculino, cor branca.

Inicio ha 2 anos com dor lombar baixa a direita, sem irradiagdo de
instalagdo gradativa, que foi progressivamente se intensificando, de forma
continua, piorando com a deambulagfo, tendo melhora com analgésicos, repouso €
antiinflamatorios ndo hormonais. Ha 1,5 ano notou diminuigio gradativa da forga
muscular no tergo distal de membro inferior esquerdo, e redugdo da forga distal em
membros superiores. Ha 11 meses dificuldade para deambular, ndo conseguindo
sustentar os pés contra a gravidade. Ha 6 meses pés caidos, na marcha.

Nega historia familiar.

Exame neuroldgico: atrofia de misculos interosseos das m3os e das
panturrilhas, maior 4 esquerda. Hipotonia em misculos de membros inferiores.
Forga muscular: deltéide, romboéide, iliopsoas 4+/4+ (direito/esquerdo); abdutor
curto polegar, abdutor do quinto digito e oponente do polegar 4-/4-; quadriceps, e
biceps femural 4+/4+; tibial anterior, gastrocnémio, extensores, abdutores e
flexores dos pododatilos 3/3. Demais musculos grau 5/5. Coordenagdo normal.
Auséncia de reflexos profundos tricipitais, estilorradiais. Reflexos bicipitais,
patelares e aquilianos +/+ (direito/esquerdo). Reflexos cutineo-abdominais ++/++
e cutdneo-plantar em flexdo bilateral. Sensibilidade profunda e superficial normal.
Marcha: escarvante.

Evolugdo: iniciada prednisona 80 mg ao dia, com melhora subjetiva. Um
ano apds quadro estavel, usando prednisona 20 mg em dias alternados. No ano
seguinte quadro estavel e retirado a prednisona. Seis meses apos por evoluir com
atrofia muscular distal importante, foi iniciado com azatioprina 150 mg/dia, porém
sem melhora efetiva, um ano apds.
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CASO 2: LP.S, 53 anos, sexo masculino, cor branca.

Ha 10 anos, iniciou com dores nas panturrilhas. Ha 3 anos, teve redugdo da
forga e atrofia muscular generalizada. Ha 2 anos, com dificuldade para deambular
e quedas freqiientes.

Nega histdria familiar.

Exame neurolégico: atrofia muscular generalizada mais intensa em bragos €
coxas. Forga muscular: biceps, triceps e deltdide 3+/3+; extensores e flexores dos
digitos 4-/4-; iliopsoas, quadriceps, biceps femural 3+/3+; tibial anterior, e
gastrocnémio 4-/4-, demais 5/5. Arreflexia profunda generalizada. Reflexo
cutdneo-abdominal 2+/2+ Reflexo cutineo-plantar em flexdo bilateral.
Coordenagdo normal. Sensibilidade profunda e superficial normal. Marcha:
anserina.

CASO 3: HK. 62 anos, sexo masculino.

Iniciou ha 6 anos, com redugdo da forga dos misculos de membros
inferiores, sendo que ha 2 anos, ha piora progressiva da forga. Ha 3 meses, com
dificuldade para deambular e redugdo da forga em membros superiores de
predominio proximal.

Hitéria mérbida pregressa: caxumba aos 50 anos.

Nega historia familiar.

Exame neurolégico: atrofia de musculos de coxa e pernas. Hipotonia
generalizada. Forga muscular: deltéide e biceps 4+/4+, quadriceps e iliopsoas 4-/4-
tibial anterior e gastrocnémio 3+/3+; demais musculos grau 5. Coordenagdo
normal. Reflexos bicipital, tricipital e estilorradial +/+, auséncia de reflexos
profundos em membros inferiores. Sensibilidade profunda e superficial normal.
Marcha anserina.

Evolugdo: dificuldade progressiva para deambular e 2 anos apds
investigagdo deixou de subir escadas e deambulava somente com apoio. Fez uso de
prednisona sem melhora dos sintomas. Dois anos apds, iniciou disfagia e obito em
maio/93 por broncoaspiragio.

CASO 4: M.D.C.C.O, 71 anos, sexo feminino, cor branca..

Hé 12 anos, iniciou com disfagia e dificuldade, para subir escadas
necessitando de apoio do corrim3o. Também notou desequilibrio com progressdo
gradativa e piora progressiva nos ultimos 2 anos. Ha 1 ano, dificuldade na
coordenagdo das mdos, com redugédo da forga.

Auséncia de histéria familiar.

Exame neuroldgico: forga muscular do deltéide, supraespinhosos, biceps,
triceps, interdsseos mios e oponente do polegar 4+/4+, iliopsoas, gastrocnémio,
tibial anterior 4-/4- demais musculos 5/5. Tonus normal. Coordenagdo normal.
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Reflexos profundos: bicipitais, tricipitais, estilorradiais, patelares e aquilianos +/+.
Reflexos cutineo-abdominal +/+ e cutineo-plantar em flexdo bilateral.
Sensibilidade profunda e superficial normais. Marcha: anserina.

Evolugdo: Iniciado prednisona 60 mg ao dia e apés 1 més em dias
alternados. Acha que melhorou para andar principalmente no equilibrio, embora
continue com dificuldade para subir escadas. Ao exame de forga muscular:
deltoide, biceps e triceps grau 5 bilaterais, m3os, iliopsoas e tibial anterior 4+/4+;
quadriceps, extensores e flexores dos digitos da mio 4-/4-. Reflexos profundos nos
membros inferiores ++/++, arreflexia patelar e aquiliana bilateral. Reduzida a
prednisona para 40 mg/dias alternados. Um més apds, subjetivamente relatou
melhora da forga muscular, conseguindo subir escadas, com mais equilibrio e
melhorando a deglutigdo, mas, objetivamente, a forga muscular estava idéntica.
Quatro meses apds, forga muscular estava igual nos membros superiores, embora
tenha tenha melhorado para costurar, subindo escadas com mais facilidade. Trés
anos apos, discreta redugédo da forga distalmente. Em uso de prednisona 20 mg em
dias alternados. Atualmente, sem prednisona, deambulando com dificuldade e com
insuficiéncia cardiaca.

CASO 5: L.J.S., 7 anos, sexo masculino e cor branca.

Desde os 5 anos de idade, apresentando quedas frequentes, dificuldade para
subir escadas, pular, sentar e levantar de cadeiras. Atualmente s6 sobe escadas
com auxilio.

Avd paterno andou somente com 7 anos de idade e mais tarde ficou
totalmente normal.

Exame neuroldgico: ficies miopatica sem lagoftalmia, atrofia de musculos
proximais e distais dos membros superiores e inferiores, porém com predominio de
musculos da cinturas pélvica e escapular. Lordose lombar e presenga de retragdo
tendineas de aquilianos. Forga muscular: deltdide, bicips, oponente do polegar e
interdsseos 4-/4-, quadriceps 4-/4-, iliopsoas, tibial anterior e gastrocnémio 3+/3+;
demais, grau 5. Hipotonia generalizada com predominio em membros inferiores.
Manobra de Gowers presente. Reflexos profundos: bicipitais, tricipitais,
estilorradiais, patelares e aquilianos +/+. Reflexo cutineo-abdominal +/+
bilateralmente. Reflexo cutineo-plantar em flexdo. Marcha: anserina.

Evolugdo: iniciou com prednisona 20 mg ao dia e 3 meses apds foi
observada melhora na deambulagdo, subindo e descendo escadas melhor, mas
ainda necessitando de auxilio. Seis meses apds, em uso de prednisona, subindo e
descendo escadas sem apoio. For¢a muscular do deltbide, biceps e iliopsoas 4-
bilateralmente; méos, tibial anterior e gastrocnémio 4+/4+. Manobra de Gowers
ainda presente.
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CASO 6: J.R, 14 anos, sexo feminino, cor branca.

Aos 3 anos de idade, a familia notou que tinha quedas freqiientes, tropegava
muito, nunca correu ou pulou direito. Sempre teve dificuldades para deambular,
subir e descer escadas. Com o passar dos anos, a fraqueza muscular progrediu.
Atualmente tem dificuldade para subir escadas, ndo corre e ndo pula. Nega
disfagia e diplopia. Relata também aumento de panturrilhas com dor ao deambular.

Um irm&o com 9 anos e sintomas semelhantes. Pais consangiiineos.

Exame neuroldgico: lordose discreta. Discreta ptose palpebral bilateral.
Hipertrofia de panturrilhas. Forga muscular: miisculos de membros superiores 5/5;
quadriceps 4+/4-; iliopsoas, tibial anterior e biceps sural 4-/4-; demais musculos
grau 5/5. Discreta hipotonia em membros inferiores. Coordenagdo: normal.
Reflexos profundos: bicipitais, tricipitais, estilorradiais e patelares +/+; aquileus
ausente bilateralmente. Reflexos cutineo-abdominais +/+ e cutdneo-plantares em
flexdo bilateral. Sensibilidade profunda e superficial normal. Marcha: anserina.

CASO 7: S.C.A, 16 anos, sexo masculino e cor branca.

Desde a infincia, com dificuldade para deambular. Ha 2 anos, iniciou com
piora da forga, percebendo redugdo da massa muscular proximal nos membros
inferiores, principalmente em coxas, com dificuldade para subir escadas, levantar
apos sentar e agachado.

Nega historia familiar.

Exame neuroldgico: atrofia de coxas. Forga muscular: membros superiores
5/5; gastrocnémio e biceps femural grau 4+/4; quadriceps 4-/4+; tibial anterior
3-/3+, pés caidos bilateralmente. Hipotonia de musculos em membros inferiores.
Coordenagdo: normal. Reflexos profundos: bicipitais, tricipitais e estilorradiais
++/++; aquiliano +/+; patelares ausentes. Reflexo cutineo-abdominal ++/++ e
cutineo-plantar em flexdo bilateralmente. Sensibilidade profunda e superficial
normal. Marcha: paraparética, nio conseguindo andar nos calcanhares.

CASO 8: J.C.C,, 20 anos, sexo masculino, cor branca.

Desde a infancia, tem pouco desempenho para esportes, porém somente ha
2 anos iniciou com atrofia distal de membros inferiores com carater progressivo.
Dificuldade para deambular e para subir ou descer escadas. Ha 1 ano incapacidade
para dorsoflexdo de ambos os pés.

Nega historia familiar.

Exame neurolégico: atrofia de quadriceps, tibial anterior e gastrocnémio
bilateral porém maior a direita. Forga muscular: Grau 5/5 em membros superiores;
quadriceps, iliopsoas, gastrocnémio grau 4+/4+; tibial anterior 2/3; demais
musculos 5/5. Coordenagdo normal. Hipotonia distal em membros inferiores
Reflexos profundos: bicipitais, estilorradiais, e patelares ++/++, ftricipitais e
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aquilianos +/+. Reflexo cutineo-abdominal ++/++ e cutdneo-plantar em flexdo
bilateralmente. Sensibilidade profunda e superficial normal. Marcha: escarvante.

CASO 9: R.R.B, 31 anos, do sexo masculino, cor branca.

Ha 3 anos, redugdo progressiva da forga em membros inferiores, de
predominio distal, com dificuldade para correr. Ha 1 ano, dificuldade para sair de
cadeiras sem auxilio. Ha 7 meses, redugio da forga em membros superiores, com
dificuldade em manté-los elevados. Apresenta quedas freqiientes, dificuldade para
andar, subir e descer escadas.

Nega histoéria familiar.

Exame neuroldgico: atrofia importante de misculos supra e
infraescapulares, sendo discreta de interdsseos e quadriceps. Forga muscular:
romboide, supraespinhoso e deltdide 4-/4-, triceps e biceps 4+/4+; quadriceps 4-/4;
iliopsoas 3/3; tibiais anteriores e gastrocnémios 4+/4+. Demais musculos 5/5.
Hipotonia generalizada. Coordenagdo: normal. Reflexos profundos: bicipitais,
tricipitais, estilorradial e patelares +/+. Aquileu ausente bilateralmente. Reflexo
cutineo-abdominais 2+/2+ e cutdneo-plantar em flexdo bilateralmente.
Sensibilidade profunda e superficial normal. Marcha: anserina.

CASO 10: F.C., 69 anos, sexo feminino, cor branca.

Ha 5 anos, evoluiu com dores abaixo dos joelhos que surgiam ao
deambular. Ha 3 anos dificuldade para subir escada e tropegando com facilidade.
Ha 2 anos dificuldade para levantar objetos com o membro superior direito.
Disfagia ocasional.

Dois irm#os com problema para andar e subir escadas.

Exame neuroldgico: voz anasalada. .Atrofia discreta em biceps direito,
discreta hipertrofia de panturrilhas. Forga muscular: biceps, triceps e extensores do
carpo 4+/4+ e demais misculos de membros superiores 5/5; iliopsoas 3+/3+ ¢
demais musculos em membros inferiores 4+/4+. Hipotonia de membros inferiores.
Coordenagdo normal. Reflexos profundos: Bicipitais, tricipitais e estilorradiais
+/+; arreflexia de patelares e aquilianos. Reflexo cutidneo-abdominal ++/++ e
plantares em flexdo bilateral. Sensibilidade profunda e superficial normal. Marcha:
anserina.

Evolugdo: usou prednisona por 6 meses sem melhora na forga muscular e
reflexos.
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CASO 11: A.B. 20 anos, sexo masculino, branco.

Ha 5 anos, iniciou com fraqueza no pé esquerdo, com dificuldades para
calgar chinelos e ha 4 anos, com os mesmos sintomas no pé direito. Ha 3 anos,
fraqueza em membros superiores ¢ redugdo da massa muscular em membros
inferiores. Atualmente, com dificuldade para deambular, subir e descer escadas.

Um irmdo com problema semelhante.

Exame neuroldgico: atrofia escapular moderada em membros superiores.
Forga muscular: biceps, deltbide, supraescapular e triceps 4+/4+; iliopsoas,
quadriceps, biceps femural 4-/4-; tibial anterior 3-/3+; gastrocnémio 3+/3+;
extensores e flexores dos digitos 3-/3-. Demais misculos 5/5. Hipotonia
generalizada com predominio membros inferiores. Coordenagdo: normal. Reflexos
profundos: Auséncia dos bicipitais, patelares e aquilianos bilateralmente; tricipitais
¢ estilorradiais +/+. Reflexos cutdneo-abdominais normais e reflexo cutineo-
plantar em flex3o bilateral. Sensibilidade profunda e superficial normal. Marcha:
escarvante.

CASO 12: A.B. 25 anos, sexo masculino,cor branca.

Ha 3 anos, diminui¢@o da forga em membros inferiores ¢ ha 2 anos apds
redugdo da forga em membros superiores, diminui¢do importante da massa
muscular nos 4 membros.Ha 12 meses sentiu piora importante da forga muscular, e
desde entdo s6 deambula com apoio.

Um irm3o com doenga semelhante.

Exame neuroldgico: atrofia muscular generalizada e lordose acentuada.
Forga muscular: rombdide, deltéide 4- /4-; biceps, triceps, flexores e extensores do
punho 3-/3-; oponente do polegar e interésseos 2/2;. iliopsoas, quadriceps e
gastrocnémio 3-/3-; tibial anterior 2/2; demais musculos 5/5. Hipotonia discreta
generalizada. Coordenag3o: normal. Reflexos profundos: bicipitais, tricipitais,
patelares +/+, auséncia dos reflexos estilorradial e aquilianos. Reflexo cutdneo-
abdominal +/+ e cutineo-plantar em flexdo bilateral. Sensibilidade profunda e
superficial normal. Marcha: anserina porém, deambula somente com apoio.

CASO 13: A.X.S., 47 anos, sexo masculino, cor branca.

Desde a infancia, com dificuldade para correr, praticar esportes, € sentia as
pernas fracas. A dificuldade nos membros inferiores foi se acentuando e, ha 5
anos, deambula somente com apoio. Neste periodo, também apresentou falta de
forga em membros superiores com perda da massa muscular. Atualmente s6 sobe
escadas com auxilio.

Trés irmdos com problema semelhante.

Exame neuroldgico: atrofia dos misculos proximais em membros
superiores e membros inferiores. Hipertrofia de musculos cervicais e panturrilhas.
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Forga muscular: biceps, triceps, deltdide, supraespinhoso, oponente de polegar e
interdsseos 3+/3+; quadriceps, iliopsoas, tibial anterior 3+/3+, adutores da coxa e
gastrocnémio 4-/4-. Demais musculos 5/5. Hipotonia generalizada. Coordenagéo:
normal. Auséncia de reflexos profundos bicipitais, tricipitais, patelares e
aquilianos, com estilorradial +/+. Reflexos cutineo-abdominais +/+ e cutineo-
plantar em flex3o bilateral. Sensibilidade profunda e superficial normal. Marcha:
anserina.

CASO 14: P.P.B.M. 44 anos, sexo masculino, cor branca.

Iniciou, aos 15 anos de idade, com dificuldade na marcha e para subir
escadas somente aos 32 anos. Fraqueza em membros superiores ha 15 anos, com
piora progressiva dos sintomas, € ha 20 anos, ndo consegue trabalhar. Ha 6 anos,
ndo consegue dirigir automdvel..

Nega histéria familar.

Exame neuroldgico: atrofia de cinturas escapular e pélvica, com hipertrofia
de panturrilhas. A forga muscular: biceps, deltdide, triceps, oponente do polegar,
quadriceps grau 4-/4-; iliopsoas 4-/3, tibial anterior 3/2; demais misculos forga
5/5. Hipotonia generalizada. Coordenagio: normal. Reflexos profundos: Bicipitais,
tricipitais, estilorradiais e aquilianos +/+, patelares ausentes bilateralmente.
Reflexos cutdneo abdominais +/+ e cutineo plantar em flexdo bilateral.
Sensibilidade profunda e superficial normal. Manobra de Gowers presente.
Marcha: escarvante.

CASO 15: M.S.P., 29 anos, sexo feminino, cor branca.

Aos 16 anos, cdimbras em membros inferiores. A seguir, notou diminuigdo
de forga muscular em membros superiores e inferiores, com redugdo da massa
muscular em cintura escapular. Ha 10 anos, ndo consegue elevar os membros
superiores acima da cabega, subir ou descer escadas. H4 6 anos, ndo levanta de
cadeiras, sem apoio. H4 1 més ndo fica em pé e nio deambula. Sensagdo
parestésica, que iniciou em membros inferiores. Atualmente, tem dificuldade para
elevar a cabega do travesseiro.

Nega historia familiar.

Exame neuroldgico: atrofia muscular generalizada de predominio proximal.
Forga muscular: muasculos cervicais 3, rombdide grau 3/3, bicips 4-/4+; tricips
4+/4; iliopsoas, quadriceps e tibial anterior grau 2/3; adutores da coxa 0/0. Demais
musculos, grau 5. Hipotonia generalizada Coordenagéo: normal. Reflexos
profundos: auséncia de bicipitais, estilorradiais e patelares bilateralmente;
tricipitais +/+ e aquiliano ++/++. Reflexos cutdneos-abdominais ++/++ € cutineo-
plantar em flex3o bilateral. Sensibilidade profunda e superficial normal. Marcha:
ndo deambula.
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CASO 16: A.L. 41 anos, sexo masculino, cor branca.

Ha 14 anos, iniciou com parestesias nos pés, que surgiam apos ficar muito
tempo sentado e diminuiam com o movimento. Evoluiu com hipoestesia, tendo a
sensagdo de ndo ter os pés. Ha 10 anmos, dificuldade para movimentar o pé
esquerdo e para andar com sapatos. Passou a usar somente "chinelo de dedo". Ha 5
anos, dificuldade para elevar os pés e pododactilos. Nos ultimos meses notou
redugdo da forga muscular nas pernas.

Nega historia familiar.

Exame neurolégico: atrofia de misculos tibiais, gastrocnémios e interosseos
dos pés. Forga muscular: iliopsoas, quadriceps e biceps sural 4+/4+; tibiais
anteriores, extensor longo do héilux e flexores dos dedos 2/2; demais 5/5.
Hipotonia nos quatro membros. Coordenagéo: normal. Reflexos profundos:
bicipitais, tricipitais e estilorradiais +/+, patelares e aquileus ausentes. Reflexos
cutdneo-abdominais +/+ e cutineo-plantar em flexdo bilateral. Hipoestesia para
dor no tergo distal de ambas as pernas. Sensibilidade tatil, reduzida distalmente em
maos e pés. Senso de vibragido reduzida em membros inferiores distalmente. Senso
de posigdo segmentar normal. Marcha: escarvante.

2. INVESTIGACAO LABORATORIAL

Em todos os casos, foram realizados hemograma, velocidade de
hemossedimentagdo, glicemia, uréia, creatinina, céalcio, fosforo, fosfatase alcalina,
potassio, sodio, triiodotironina, tetraiodotironina, mucoproteinas. Dependendo dos
dados clinicos e conforme a suspeita levantada, a investigagdo foi estendida com
eletrocardiograma, eletroencefalograma, raios X, teste de tensilon e liquido
céfalorraquidiano.

Também foram dosadas as enzimas creatinaquinase (CK), desidrogenase
lactica (LDH), aldolase, transaminase glutimica oxaloacética (TGO) e
transaminase glutdmica pirGvica (TGP). Os resultados serdo relacionadas em

numero de vezes o valor normal aumentado, devido aos diferentes métodos
utilizados.

O liquido céfalorraquidiano foi examinado através de pung¢do lombar em
oito casos que apresentavam dados sugestivos de neuropatia ou doenga do
neur6nio motor. Foi colhido com medidas das pressdes inicial e final, sendo feita a
analise citologica, bioquimica e soroldgica.
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3.ELETRONEUROMIOGRAFIA

Dos 16 pacientes selecionados. somente um ndo foi submétido a
eletromiografia e estudo da condugido nervosa motora e sensitiva. As técnicas
utilizadas foram as usadas rotineiramente no Laboratério de Doengas

Neuromusculares do Hospital de Clinicas da UFPr [BROWN & GILLIAT, 1984; KIMURA
1989; SETHI & THOMPSON, 1989; WERNECK, 1985].

Foram realizados os estudos de velocidade de condugdo nervosa com
medidas de laténcias proximais e distais em milissegundos, amplitude dos
potenciais evocados em milivolt (mV) e calculo da velocidade de condugdo
nervosa em metros por segundo (ms) [KIMURA, 1989]. A velocidade foi obtida pelo
calculo entre a diferenga das duas laténcias (milissegundos) divididas pela
distdncia em centimetros (cm) [KIMURA, 1989 .

As condugdes nervosas foram realizadas em pelo menos dois nervos
motores ¢ um sensitivo. Dependendo do caso um nimero maior de nervos foi
avaliado.

As eletromiografias foram realizadas em pelo menos 2 misculos. Foram
avaliadas a atividade em repouso e atividade voluntaria. No repouso foi observada
a atividade de inser¢do, presenga de fibrilagdes, ondas positivas, fasciculagdes,
descargas repetitivas complexas, descargas miotonicas. Nos esforgos, foram
avaliadas as caracteristicas da unidade motora e duragio média para a idade,

amplitudes médias, presenga de polifasicos, recrutamento e padrdo aos esforgos
[BUCHTHAL, 1957, KIMURA, 1989; WERNECK, 1985].

A associagdo dos potenciais encontrados em cada eletromiografia, permitiu
fazer um diagnodstico eletromiografico. Para tal, foram consideradas padrdo
MIOPATICO as que apresentavam potenciais voluntarios de duragdio e voltagens
médias reduzidas para a idade, excesso de polifasicos curtos e recrutamento
aumentado. Foram consideradas padrio de DESINERVACAO, as que
apresentavam duragdo e voltagem média aumentada para a idade, recrutamento
reduzido com ou sem a presenga de atividade espontdnea (fibrilagdes, ondas
positivas e fasciculagdes), excesso de polifasicos longos, recrutamento reduzido e
potenciais  gigantes.  Foram  consideradas padrio MISTO OU
NEUROMIOPATICO, quando coexistiam dados de eletromiografia miopatica e

neuropatica nos musculo do paciente estudado [BUCHTHAL, 1957, KIMURA, 1989,
WERNECK, 1985].

Quando os critérios acima ndo foram preenchidos porém a eletromiografia
era anormal, esta foi considerada limitrofe, para miopatia ou para desinervagao.
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4. BIOPSIA MUSCULAR

Todos os pacientes foram submétidos a bidpsia muscular, processada por
técnicas de congelagdo, histoquimica, imunocitoquimica e microscopia eletronica.
Como estas técnicas sdo fundamentais no presente estudo, as descrevemos abaixo
com detalhes.

A biépsia muscular foi realizada em um misculo geralmente com grau 4 no
exame clinico [MEDICAL RESEARCH COUNCL, 1976]. Nos casos em que a doenca estava
num estadio muito avangado foi escolhido o misculo de melhor acesso e menos
afetado. Foram escolhidos os musculos contralaterais & eletromiografia e que ndo
tivessem sido submétidos previamente 4 mesma. Caso a eletromiografia tivesse
sido realizada, a bidpsia sera feita somente duas semanas apos, afim de evitar a
resposta muscular produzida pela agulha (miopatia da agulha) [ENGEL, 1967].

TECNICA DA BIOPSIA MUSCULAR

A bi6psia muscular foi realizada conforme a técnica em uso no Servigo de
Doengas Neuromusculares, constando dos seguintes pontos:

1-Tricotomia da regifo.

2-Antissepsia da pele com pélvidine degermante, depois éter e alcool
iodado.

3-Anestesia local com xylocaina a 1% (criangas) e a 2% (adultos), sem
vasoconstritor. Anestesia apenas da pele e tecido celular subcutineo sem infiltrar o
misculo.

4-Incisio da pele e do tecido celular subcutineo, afastando a fascia
muscular.

5-Retirada de fragmento de musculo, medindo aproximadamente 1,0 cm x
0,5cm x 0,5 cm.

6-0 fragmento de musculo era embebido em gaze com soro fisioldgico logo
apos a retirada e transportado ao laboratorio.

7-Hemostasia do musculo.

8-Fechamento da fascia com fio categut e sutura da pele com fio de
algodio.

9-Curativo compressivo.
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TECNICA DE CORTE E PREPARACAO

O fragmento de misculo era montado no laboratério de histoquimica, com
o cuidado de desprezar a porgdo de misculo pingada durante a retirada do
fragment.o em suporte especial com adraganth 7%, recoberto com talco em pé ¢ a
seguir congelado e armazenado em nitrogénio liquido a -170°C. Posteriormente, 0s
fragmentos de miisculos eram cortados em criostato a -20°C , com espessura de 8
micra para histoquimica e 4 micra para as técnicas de imunocitoquimica, sendo
colhidos em laminulas de 22 x 22 mm.

O restante dos blocos foi posteriormente fragmentado em pegas de 2 x 3

mm e utilizado para a preparagdo das secgGes para microscopia eletrénica [ASKANAS
& ALVAREZ, 1992, DUBOWIIZ,1985]

A - HISTOQUIMICA E CORTES A FRESCO

TECNICAS:

Os fragmentos musculares foram estudados por coloragSes a fresco,
utilizando os métodos de hematoxilina-eosina, PAS, tricromo de Gomori
modificado por Engel e Cunnigham, "oil red O", cresil violeta e "sirius red". Ao
mesmo tempo foram realizadas as técnicas de histoquimica para a NADH-
Tetrazolium reductase, ATPases com pH 9.4, 4.3, 4.6, miofosforilase, esterase
inespecifica, fosfatase alcalina e 4cida, desidrogenase succinica, citocromo-c-
oxidase e adenilato deaminase. Todas as coloragdes e reagdes histoquimicas sdo
realizadas rotineiramente no laboratério de Histoquimica do Servigo de Doengas
Neuromusculares [DUBOWITZ, 1985, pg.3-40; WERNECK, 1981, WERNECK, 1991]. Alguns dos
casos nio foram submetidos a coloragdo do "sirius red" e citocromo-c-oxidase,
pois na ocasido da investigagdo dos casos, as mesma ndo era realizada.

PRINCIPAIS ALTERACOES DETECTADAS CONFORME A TECNICA

A finalidade da realizagdo de cada uma dessas técnicas, ¢ demonstrar €
avaliar alguns aspectos anatomopatoldgicos especificos, sendo que os principais
descrevemos abaixo [CULLEN & COL., 1992,, DUBOWITZ, 1985, pg.82-128, ENGEL & BANKER,
1986a, WERNECK, 1981; WERNECK, 1991].
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TECNICAS DE CONGELACAO

1. Hematoxilina-eosina e tricromo de Gomori modificado: tecido conjuntivo
endomisial, infiltrag8o por tecido adiposo, vasos, nervos, didmetro e variagdo do
dos mesmos nas fibras, distribui¢do das fibras dentro dos fasciculos, nicleos e
alteragGes nucleares, necrose, fagocitose, reagdo inflamatoria e alteragSes
estruturais (segmentagSes, fibras granulares, agregados tubulares, corpos
nemalinicos, massas sarcoplasméticas, vactolos, corpos de inclusdo
citoplasmaticos, fibras basofilicas, fibras hipercontrateis).

2. PAS: Excesso ou falta de glicogénio nas fibras musculares.

3. "Oil red "O": deposigdo de lipidios nas fibras e dentro de vaciiolos.

4. Cresil violeta: presenga de metacromasia em nervos ¢ musculos (geralmente
material de depdsito).

S. Sirius red: Tecido conjuntivo e colageno pela afinidade com as ligagGes
sulfatideas.

TECNICAS DE HISTOQUIMICA

Nas reagdes enzimaticas analisadas pela histoquimica é possivel identificar
as alteragOes estruturais que ocorrem nas fibras, sendo as principais descritas
abaixo:

1. NADH-Tetrazolium redutase: identifica o reticulo sarcoplasmatico e
mitocondrias, sendo que suas alteragSes formam os cores centrais, sacabocados,
turbilhGes, fibras em anéis, fibras angulares escuras atroficas e alvos.

2. ATPases pH 9.4, 4.3 e 4.6: os diversos tipos de fibras sdo identificados por
estas reagdes, sendo possivel fazer analise da variagdo do didmetro, predominio,
deficiéncia, atrofia, hipertrofia e agrupamentos de tipos diferentes de fibras.

3. Esterase inespecifica: identifica principalmente as fibras que estdo em processo
de desinervagéo, caracterizado por fibras anguladas atréficas. Identifica também as
placas motoras e células mononucleares (macréfagos) dispersas no intersticio.

4. Fosfatase acida: reagdo enzimatica especifica para lisosomas ativados, sendo
caracterizada por aumento focal nas fibras, fibras positivas, aumento no intersticio
em células mononucleares, aumento em fagdcitos nas areas de necrose € nos
Nervos.

5. Fosfatase alcalina: permite identificar também enzimas lisosomais e de reagdo
cronica, caracterizando-se histologicamente como fibras positivas, aumento no
intersticio e nos nervos periféricos.

6. Desidrogenase succinica: enzima encontrada somente em mitocondrias,
permitindo identificar o acimulo, distribui¢do e volume das mesmas.

7. Citocromo-c-oxidase: idéntico a desidrogenase succinica, mas permite
identificar deficiéncia especifica da enzima.
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8. Miofosforilase: identifica a enzima nas fibras, servindo como contra-prova da
diferenciagdo das ATPases e permite identificar sua deficiéncia na histologia.

DIAGNOSTICOS ANATOMOPATOLOGICOS [WERNECK, 1981; WERNECK, 1985;
WERNECK, 1991]

A avaliagfo conjunta dos diversos elementos acima, nos permitira formular
um diagnoéstico, conforme a sua freqiiéncia ou a sua auséncia. Os dados acima
poderdo ser agrupados nos seguintes diagndsticos anatomopatoldgicos:

1. MIOPATIA CRONICA, quando existe proliferagio do tecido conjuntivo,
infiltragd@o por tecido adiposo, niicleos internos, divisdes, turbilhdes, sacabocados,
enrodilhados, anéis, fibras positivas na fosfatase alcalina, aumento da fosfatase
alcalina no intersticio, atrofia de fibras do tipo 1 e hipertrofia de fibras do tipo 2.

2. MIOPATIA CRONICA E ATIVA quando além das alteragdes da miopatia
cronica, tivermos reagdo inflamatéria, necrose, fagocitose, fibras basofilicas,
fosfatase acida aumentada nas fibras e no intersticio.

3.MIOPATIA INFLAMATORIA na presenga de necrose, fagocitose, micleos
internos, fibras basofilicas, fosfatase acida aumentada nas fibras e no intersticio,
infiltrado inflamatorio intersticial difuso e excessivo em relagdo ao nimero de
fibras necrodticas ou perivascular e atrofia perifascicular.

4. DESINERVACAO RECENTE podemos encontrar raras fibras com necrose,
fibras angulares escuras atroficas na esterase inespecifica e no NADH-tetraz6lium
redutase, atrofia de fibras do tipo 2.

5. DESINERVACAO CRONICA, além dos elementos da desinervacdo recente
encontramos alvos, agrupamentos, auséncia de necrose ou fagocitose, hipertrofia
de fibras tipo 1 ou 2, formando grandes grupos.

6. MISTAS, quando combinam elementos para miopatia ¢ desinervagdo, podendo
ter o predominio de um ou outro tipo de alteragio.

As miopatias cronicas e ativas sdo geralmente encontradas nas distrofias
musculares (Duchenne, Becker, cinturas pélvica e escapular, fascio-escapulo-
humeral e outras). As desinervagbes cronicas e recentes s3o encontradas
geralmente nas polineuropatias e doengas do neurdnio motor inferior (atrofias
musculares espinhais e esclerose lateral amiotréfica). As miopatias inflamatérias
sdo encontradas nas dermato-polimiosites e vasculites.

B - IMUNOCITOQUIMICA
Os fragmentos musculares apds a realizagdo da histoquimica foram

congelados e armazenados em nitrogénio liquido a -170 C, e posteriormente
cortados em criostato a -25 C, com espessura de 4 micra. Os cortes foram colhidos
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em liminulas de 22x22 mm previamente preparadas com D-L-polilisina e, em
seguida foram fixados e tratados com os antisoros correspondentes, afim de
identificar os tipos de linfocitos T (CD11+), linfécito supressor citotoxico (CD8+),
linfocito T auxiliar (CD4+); linfécito B; macréfago, complemento C3;
imunoglobulinas A (IgA), G (IgG), e M (IgM) e células exterminadores naturais
(NK) e analisados através de imunoflorescéncia [ARAHATA & ENGEL, 1984; ARAHATA &
ENGEL, 1988b; ENGEL & ARAHATA, 1984; GIORNO & COL., 1984; ISENBERG, 1983].

B.-1 AVALIACAO EM TECIDO DAS SUBPOPULACOES DE LINFOCITOS,
CELULAS B, MACROFAGOS E EXTERMINADORES NATURALIS.

As secgdes de misculo com 4 micras foram fixadas com acetona gelada por
20 min. A seguir, ficaram expostas ao ar ambiente por 5 minutos para secar €
depois foram lavadas com tamp&o salino fosfato pH 7,4 (PBS), por cinco minutos,
duas vezes. Em seguida foram tratadas por 30 minutos com PBS, contendo 2% de
albumina bovina, 10% de soro AB inativado com aquecimento por 30 minutos a
56 C, soro de cabra a 1% inativado por aquecimento durante 30 minutos a 56 C. A
seguir foram lavadas com PBS 3 vezes por 10 minutos, sob leve agitag@o.

Apos os procedimentos acima, as secgdes foram incubadas a temperatura
ambiente em ciAmara umida, com anticorpo monoclonal anti CD4+ (contra
linfécito T4+ auxiliar-indutor); anti CD8+ (contra linfécito T8+ citotoxico-
supressor), anti CD11+ (contra todos os linfocitos), B (contra célula B) e
macréfago (contra macréfago) diluidos em PBS contendo 2% de albumina bovina
e 10% de soro AB e 1% de soro de cabra , a temperatura ambiente em cdmara
umida. Todos estes anticorpos foram Obtidos comercialmente da DAKO
CORP.(Santa Barbara, CA, USA).

Em seguida as secgbes foram lavadas com PBS durante 10 minutos, 3 vezes
sob agitagdo constante e incubadas com conjugado antiespécie polivalente
marcado com isotiocianato de fluoresceina (FITC) na dilui¢do apropriada por 30
minutos em temperatura ambiente, em cdmara umida escura. Depois as secgdes
foram lavadas com PBS por10 minutos, 3 vezes sob leve agitag@o.

As laminulas foram montadas com glicerina alcalina e observadas ao
microscopio com luz ultra-violeta e com epi-iluminagdo. Para adequada
quantificagdo, foram contadas todas as células das secgdes e aferida a area da
bidpsia.
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B.2- DETERMINACAO DO DEPOSITO DE IMUNOGLOBULINAS E
COMPLEMENTO(C3).

Apds o corte em criostato, as secgdes de tecido com espessura de 4 micras,
foram deixadas para secar ao ar e posteriormente fixadas em acetona gelada por 5
minutos. Apds foram lavadas em PBS durante 5 minutos, duas vezes sob constante
agitagdo. A seguir, as secgOes foram incubadas com conjugado antihumano
marcado com isotiocinato de fluoresceina em cAmara imida a 37°C por 30 minutos
com os seguintes anticorpos anti-C3c a 1:40 (Anti-human-C3c); anti-IgM 1:100
(m-chain); anti-IgA a 1:80 (alfa chain); anti-IgG 1:150 (alfa chain). Estes
anticorpos foram obtidos comercialmente da Behringwerk AG, Malburg,
Alemanha. A seguir foram lavadas em PBS por 10 minutos, 3 vezes, sob constante
agitagdo. Apds, as laminulas foram montadas com glicerina alcalina e examinadas
em microscopio de imunofluorecéncia com luz ultra-violeta, e epi-iluminag3o.

C-MICROSCOPIA ELETRONICA DE TRANSMISSAO.

Parte dos blocos do tecido muscular que estavam armazenados em
nitrogénio liquido, foram processados para microscopia eletronica, afim de estudar
os vacuolos que sugeriam corpos de inclusdo citoplasmatica sob o ponto de vista
ultramicroscopico.

Os blocos de tecido muscular foram fixados em glutaraldeido a 2,5% em

cacodilato a 0,15 M com pH 7,4% a 4°C por 90 minutos e transformados em
fragmentos de 2 x 2 mm. Apoés, foram lavados com solugdo de sacarose por trés
vezes em um minuto cada lavagem. Posteriormente os fragmentos foram pos-
fixados em 0,5 ml de tetr6xido de 6smio & 4% com 1,5 ml de solugdo de sacarose
por 60 minutos e lavados com solugio de sacarose trés vezes por um minuto e
contrastado em uranila "overnigth". No seguimento, foram lavados com solugdo de
sacarose por trés vezes durante cinco minutos e desidratados com acetona a 30%,
50%, 70%, 90%, e duas vezes a 100%. Os fragmentos permaneceram 10 minutos
em cada diluiggo.

A inclusdo do material foi feita em resina polylite e polimerizada no
peréxido de benzoila anidro. Em seguida, as capsulas foram colocadas para estufa
em 60°C por 72 horas. Depois, os blocos foram cortados e as secgdes obtidas
foram contrastadas com uranila e solugio de Reynolds sendo a seguir observadas
no microscopio eletrénico (EM 300 da Philips). As alteragdes de interesse para o
estudos eram fotografadas. A analise se concentrou principalmente nos nicleos,
regides peri-nucleares e vacuolos, procurando encontrar os corpos de inclusdo e
analise do material existente dentro dos vacuolos.

27



Material e Métodos

Nio foi possivel analisar as mitocondrias em todos os casos, pois devido a
congelagdo prévia, existiam artefatos que prejudicaram a analise.

5. CARACTERIZACAO DIAGNOSTICA

Para caracterizacdo e melhor compreensdo dos casos, utilizamos os
seguintes critérios para diagnostico, nas doengas que apresentavam corpos de
inclusdo citoplasmatica e que estdo envolvidos em nosso estudo.

1. Miosite com corpos de inclusdo citoplasmatica (MCIC):
~Critérios clinicos:
-inicio apds os 50 anos;
-evolugdo lenta (acima de um ano);
-auséncia de reflexo patelar;
-auséncia da historia familiar.
-Critérios laboratoriais
-creatinoquinase normal ou discretamente elevada
-Critérios neurofisiologicos
-padréo miopatico, desinervagdo ou misto na eletromiografia;
-velocidades de condugdes nervosas normais ou limitrofes.
-Critérios Histologicos
-um ou mais vaciolo por pequeno aumento;
-um ou mais grupos de fibras atréficas por pequeno aumento;
-infiltrado inflamatério focal ou difuso;
-filamentos intracitoplasmaticos na microscopia eletronica;
-filamentos intranucleares na microscopia eletronica.

2. Atrofia muscular espinhal juvenil
-Critérios clinicos
-inicio geralmente nos primeiros anos de vida;
-usualmente a evolugdo € lenta;
-predominio da fraqueza é proximal e em membros inferiores;
-heranga autossomica recessiva.
-Critérios laboratoriais
-creatinoquinase normal ou com moderada elevagdo.
-Critérios neurofisioldgicos
-padrio de desinervagéo recente e cronica.
-Critérios histologicos
-fibras hipertréficas e em segmentagao;
-pequenos e grandes grupos de fibras atroficas;
-fibras anguladas atroficas;
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-agrupamentos de tipo especifico de fibras;
-predominio de fibras do tipo 2;
-grumos nucleares.

3- Miopatias distais
-Critérios clinicos
-inicio tardio;
-evolugdo lenta;
-fraqueza distal inicialmente em pés e mios;
-geralmente heranga autossomica recessiva.
-Critérios laboratoriais
-creatinoquinase normal ou com moderada elevagio.
-Critérios neurofisiol6gicos
-padrio de miopatico na eletromiografia;
-velocidade de condugGes nervosas normais.
-Critérios histologicos
-fibras hipertroficas e atroficas;
-fibras anguladas atrdficas;
-ocasionais nucleos centrais;
-necrose e fagocitose discreta;
-fibras em segmentagdo;
-predominio e atrofia de fibras do tipo 1;
-aumento focal importante na fosfatase acida.

4. Distrofia de cinturas pélvica e escapular.
-Critérios clinicos:
-idade de inicio variavel, usualmente na segunda e terceira década,
-evolugio lenta;
-fraqueza muscular de predominio proximal;
-heranga autossomica recessiva.
-Critérios laboratoriais:
-creatinoquinase com aumento moderado a elevado.
-Critérios neurofisiologicos
-padrdo miopatico na eletromiografia;
-velocidade de condugdes nervosas normais.
-Critérios histoldgicos
-hipertrofia de fibras e fibras em segmentagéo;
-moderado predominio de fibras tipo 1;
-nucleos internos;
-moderado namero de fibras em necrose e fagocitose;
-fibras em sacabocados e enrodilhados
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S. Neuropatia periférica de etiologia nio determinada
~Critérios clinicos
-idade de inicio variavel;
-evolugdo lenta;
-auséncia de reflexos profundos;
-hipoestesia distal,;
-auséncia de historia familiar.
-Critérios laboratoriais
-creatinoquinase normal ou discretamente elevada;
-elevagdo dos niveis de proteina no liquor.
-Critérios Neurofisioldgicos
-padrdo de desinervagédo na eletromiografia;
-velocidade de condugdo nervosa reduzidas.
-Critérios Histologicos
-fibras hipertréficas;
-fibras anguladas atréficas;
-agrupamento de tipo especifico de fibras;
-pequenos e grandes grupos de fibras atréficas;
-grumos nucleares;
-fibras em alvo.
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1. DIAGNOSTICOS

Preenchendo os critérios previamente descritos em material e métodos, e

utilizando os resultados que serdo descritos em seguida, encontramos os seguintes
resultados:

Miosite com corpos de inclusdo citoplasmatica
4 pacientes - casos 1, 2, 3, 4.

Atrofia muscular espinhal juvenil
6 pacientes - casos 5, 6, 7, 8, 9, 10.

Miopatias distais:
3 pacientes. - casos 11, 12, 13.

Distrofia muscular de cinturas pélvica e escapular
2 pacientes caso -14,15.

Neuropatia periférica de etiologia nido determinada
1 paciente - caso 16

2. INVESTIGACAO LABORATORIAL

A maioria dos exames laboratoriais estavam dentro dos valores da
normalidade, exceto a velocidade de hemossedimentagdo na primeira hora, que se
mostrou elevada nos casos 2 (53 mm) e 3 (52 mm).

A creatinoquinase mostrou-se elevada nos casos 1, 2, 6, 7, 8, 9, 10, 11,12
13, 14 e 16. A desidrogenase latica mostrou-se elevada nos caso 1, 6 ¢ 8. A
aldolase nos casos 1, 13 e 16. A transaminase glutimica oxalacética mostrou-se

elevada nos casos 1 e 8. A transaminase glutdmico pirivica esteve elevada no caso
8 (Tabela 2).
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Tabela 2 )
RESULTADOS DAS ENZIMAS SERICAS

Caso numero CK DHL Aldolase TGO TGP

1 3 1 1 2 N
2 0,7 N N N N
3 N N N N N
4 N N N N N
5 N N N N N
6 10 1 3 - -

7 5,5 - - - -

8 9 0,5 - 1 0,5
9 3 N N N N
10 3 N N N N
11 1,5 N N N N
12 1,3 N N N N
13 0,6 N 0,2 N N
14 6,6 - ; - -

15 N N N N N
16 1,5 N 1 N N

CK = Creatinaquinase; DHL = Desidrogenase lactica, TGO = Transaminase
glutdmica oxalo-acética; TGP = Transaminase glutdmico piravica; N = Normal;
- = Néo realizado. Valores correspondem ao nimero de vezes aumentado em
relagdo aos valores normais.

Todas as pungdes lombares realizadas nos oito casos tiveram a pressdo
inicial, final e as provas de permeabilidade do canal medular normais. O niimero
de células estava normal e os niveis de glicose estavam normais em todos os casos.
A sorologia para cisticercose e sifilis foram negativas em todos os casos. A
proteina esteve elevada apenas no caso 16 (85 mg/dl).

3. ELETRONEUROMIOGRAFIA

As velocidades de condugdo nervosa mostraram-se reduzidas
(discretamente < 10%) em nervos € ulnar motor direito no caso 16, fibular direito
no caso 16 (Tabela 3).

32



Resultados

TABELA 3
VELOCIDADES DE CONDUCAO NERVOSA (Metros/segundo)
CASO MEDIANO ULNAR FIBULAR TIBIAL SURAL
POSTERIOR
Motor Sensitivo Motor Motor Motor Sensitivo
1 54 NR 55 41 NR NR
2 49 NR NR 42 NR NR
3 66 NR 64 52 NR NR
4 54 NR 58 45 NR NR
5 55 NR 55 49 NR NR
6 59 NR NR 56 NR NR
7 59 NR NR 49 NR NR
8 57 NR 60 62 52 53
9 53 NR NR 43 NR NR
10 58 NR 59 50 50 NR
1 55 50 NR 50 NR 42
12 NR NR NR NR NR NR
13 57 62 NR- 53 NR NR
14 48 NR 49 43 50 NR
15 58 58 58 52 NR 55
16 56 NR 42 35 NR NR

NR= Ndo realizada. Valores normais: n. mediano motor = 48 m/s, ulnar motor= 49 m/s, fibular
profundo= 40 m/s, tibial posterior= 41 m/s, mediano sensitivo= 50 m/s, sural= 40 m/s.

Foram encontrados seis casos com eletromiografia de padrio miopatico,
cinco com padrio de desinervagdo e quatro com padrdo neuromiopatico (Tabela 4)

Tabela 4

RESULTADO ELETROMIOGRAFIAS
Caso Numero DIAGNOSTICO ELETROMIOGRAFICO

1 Desinervagédo Ativa e Crénica
2 Neuromiopatica

3 Neuromiopética

4 Miopética

5 Miopética

6 Neuromiopatica

7 Desinervagao Ativa e Cronica
8 Neuromiopética

9 Desinervagdo Ativa e Cronica
10 Desinervagdo Ativa e Crdnica
1 Miopatica

12 NR

13 Miopética

14 Miopatica

15 Miopética

16 Desinervacéo Ativa e Cronica

NR= Nao realizada.
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4. BIOPSIA MUSCULARES A FRESCO E HISTOQUIMICA

Na tabela 5, estdo relacionadas todas as alteragdes histologicas encontradas nos 16

Casos.
_ Tabela 5
ALTERAGOES HISTOLOGICAS ESPECIFICAS

CASO NUMERO 1 2 3 4 5 6 7 8
Musculo estudado quadric  gastroc  biceps  biceps  quadric  gastroc  quadric  quadric

eps nemio ops nemio eps eps
HEMATOXILINA-EOSINA E TRICROMO DE GOMORI MODIFICADO
Proliferagdo tecido conjuntivo + + ++ + ++ ++ ++ +
Infiltragdo tecido adiposo 0 0 0 0 + 0 0 +
Variagdo diametro fibras +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++
Diametro méaximo (micra) 160 160 100 180 160 140 250 110
Diametro minimo (micra) 20 10 10 12 10 15 20 5
Grandes aglomerados fibr. atréficas 0 + 0 0 0 + 0 0
Pequenos aglomerados fibr.atréficas 0 ++ ++ 0 + + ++ +
Fibras anguladas atréficas ++ ++ + 0 ++ ++ ++ ++
Fibras redondas atréficas dispersas ++ ++ ++ ++ ++ + ++ ++
Fibras hipertréficas dispersas ++ ++ ++ ++ ++ + ++ +
Nucleos centrais ( %) ++ + 0 + 0 ++ +++ +
Grumos nucleares 0 0 0 0 + 0 + +
Necrose ++ +++ +++ ++ + + + 0
Fagocitose ++ ++ +++ ++ + + + ++
Infiltrado inflamatério difuso + + ++ 0 0 0 0 +
Infiltr. infl. desproporcional & necrose  + 0 ++ + 0 0 0 ++
Vactiolos ++ ++ ++ ++ ++ +++ +++ ++
Corpos inclusdo citoplasmaticos ++ ++ ++ ++ ++ + +++ +
Fibras basofllicas ++ 0 + 0 0 0 + 0
Fibras hipercontrateis 0 + 0 0 0 0 0 +++
Massas sarcoplasmicas 0- 0 + 0 0 + 0 +++
Segmentagbes 0 + 0 + 0 ++ +++ 0
NADH-TETRAZOLIUM REDUCTASE
Fibras angulares atréficas +++ ++ + 0 +++ +++ ++ +++
Saca-bocados + + 0 + 0 0 + 0
Turbilhdes 0 0 0 + 0 +++ + +
Enrodihamentos 0 + 0 0 0 ++ 0 0
Anéis 0 0 0 0 0 ++ 0 +++
Aumento focal de NBT reduzido 0 +++ 0 0 0 0 +++ ++
ATPASES pH9,4,4,3,e4,6
Agrupamentos 0 + 0 0 + 0 0 0
Atrofia de fibras do tipo | + + + + + ++ + ++
Atrofia de fibras do tipo Il 0 +++ 4+ 4+ 0 0 + +
Hipertrofia de fibras do tipo | + + + + 0 + + 0
Hipertrofia de fibras do tipo I + + 0 + + + + +
Predominio de fibras do tipo | 0 0 0 + 0 0 + 0
Predominio de fibras do tipo Il 0 0 0 0 0 0 0 0
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Tabela 5 (Continuagdo)

ALTERACéES HISTOLOGICAS ESPECIFICAS

CASO NUMERO 1 2 3 4 5 6 7 8

Muasculo estudado quadric  gasiroc  biceps biceps quadric  gastroc  quadric  quadric
eps nemio eps nemio eps eps

ESTERASE INESPECIFICA

Fibras angulares atréficas +++ + + 0 +++ +++ +++ +++

Aumento da atividade no intersticio 0 0 0 + 0 0 0 0

FOSFATASE ACIDA

Aumento focal fibras ++ +++ ++ + + ++ +++ +++

Fibras positivas ++ ++ ++ + + 0 ++ ++

Aumento no intersticio 0 0 0 0 0 0 0 0

Aumento em mononucleares 0 + ++ + + + ++ 0

FOSFATASE ALCALINA

Fibras positivas ++ + ++ + 0 + +++ 0

Aumento no intersticio 0 0 0 0 0 0 0 ++

Aumento nos nervos 0 0 0 0 0 0 0 +

OILREDO

Aumento de goticulas em fibr. tipo1. 0 0 0 0 0 + 0 0

DESIDROGENASE SUCCINICA

Actumulo sub-sarcolemal 0 ++ 0 0 0 0 0 0

Acumulo focal celular 0 0 0 0 0 0 0 +

Aumento do volume de granulos 0 0 0 0 0 0 0 0

CITOCROMO-C -OXIDASE

Actmulo sub-sarcolemal NR 0 NR NR NR NR 0 0

Auséncia de atividade NR 0 NR NR NR NR 0 +

SIRIUS RED

Aumento no tecido intersticial NR + NR NR NR NR + 0

ADENILATO DEAMINASE

Deficiéncia em fibras NR 0 NR NR NR NR NR 0

NR = Néo realizada; 0 = Ausente ou normal; + = Discreto ou raro; ++ = Ocasional ou moderado; +++ =

Severo, frequente ou abundante.
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Tabela 5 (Continuagéo)

ALTERACOES HISTOLOGICAS ESPECIFICAS

CASO NUMERO 9 10 11 12 13 14 16 16
Musculo estudado quadric  biceps  quadric quadric  quadric triceps  biceps  gastroc
eps eps ops eps cnemio
HEMATOXILINA-EOSINA E TRICROMO DE GOMORI MODIFICADO
Proliferagdo tecido conjuntivo + 0 + ++ + ++ ++ +++
Infiltragdo tecido adiposo + 0 + ++ + + + ++
Variagdo diametro fibras +++ ++ +++ +++ +++ +++ +++ +++
Diametro maximo (micra) 200 120 100 160 160 200 140 140
Didmetro minimo (micra) 10 30 8 5 7 20 10 5
Grandes aglomerados fibr. atréficas + 0 0 0 0 0 0 +
Pequenos.aglomerados fibr.atréficas + 0 ++ 0 0 0 + +
Fibras anguladas atréficas ++ ++ + ++ ++ 0 + 0
Fibras.redondas atréficas dispersas ++ 0 ++ ++ ++ ++ + ++
Fibra hipertréfica dispersa ++ 0 + ++ ++ ++ + ++
Necrose + ++ + + + +++ ++ 0
Fagocitose + ++ + + + +++ ++ 0
Infiltrado inflamatério difuso ++ 0 0 0 0 + 0 0
Infilt.infl. desproporcional & necrose ++ 0 0 + 0 + 0 0
Ntcleos centrais (%) ++ ++ + 0 ++ ++ ++ +
Grumos nucleares 0 0 0 0 + + + +
Basofilia + 0 0 0 + 0 0 0
Fibras hipercontrateis ++ 0 0 0 0 0 0 0
Massas sarcoplasmicas + 0 0 0 ++ 0 + 0
Vacuolos ++ + + +++ ++ + + +
Corpos inclusdo.citoplasmaticos ++ + + ++ ++ ++ + ++
Segmentacdes + 0 ++ 0 + +++ ++ 0
NADH-TETRAZOLIUM REDUCTASE
Fibras angulares atréficas- +++ + + ++ + 0 ++4+ 0
Saca-bocados 0 + 0 0 +++ ++ +++ 0
Turbilhdes 0 0 0 0 0 0 +++ +
Enrodilhamentos 0 0 0 0 0 0 0 0
Anéis 0 0 0 0 ++4+ 0 0 0
Aumentofocal NBT reduzido na fibra 0 0 ++ + ++ 0 ++ 0
ATPASES pH9,4,4,3,e4,6
Agrupamentos 0 0 0 0 0 0 0 0
Atrofia fibras tipo | + + ++ ++ + + ++ +
Atrofia flbras tipo Il 0 ++ 0 0 0 + 0 +
Hipertrofia fibras tipo | 0 0 + 0 + + 0 0
Hipertrofia fibras tipo I 0 + + 0 ++ + + +
Predominio fibras tipo | 0 0 0 0 + 0 + 0
Predominio fibras tipo |l + 0 0 0 0 0 0 0
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) Tabela 5 (Continuagdo)
ALTERAGOES HISTOLOGICAS ESPECIFICAS
CASO NUMERO e} 10 11 12 13 14 15 16
Musculo estudado quadric  biceps  quadrc quadic  quaddc  triceps  biceps  gastroc
ops eps eps eps chemio
ESTERASE INESPECIFICA
Fibras angulares atréficas +++  ++ + +++ + 0 +++ 0
Aumento atividade intersticio 0 0 0 0 0 0 0 0
FOSFATASE ACIDA
Aumento focal fibras. + ++ +++ ++ +++ ++ + +
Fibras positivas ++ + + ++ 0 0 0 ++
Aumento intersticio 0 0 0 + 0 ++ + 0
Aumento fagdcitos mononucleares  ++ + 0 + ++ 0 + 0
Aumento nervos 0 0 0 0 0 0 0 0
FOSFATASE ALCALINA
Fibras positivas ++ 0 0 + 0 ++ + +
Aumento intersticio 0 0 0 0 ++ + 0 0
Aumento nervos 0 0 0 0 0 0 0 0
OILRED O 0
Aumento goticulas fibras tipo 1. 0 0 0 0 0 0 + 0
DESIDROGENASE SUCCINICA
Acimulo sub-sarcolemal. 0 + 0 0 ++ + 0 0
Actimulo focal.celular. 0 0 0 + ++ + + 0
Aumento volumegranulos NR 0 ++ 0 0 0 + 0
CITOCROMO-C-OXIDASE
Actimulo sub-sarcolemal NR + NR NR 0 + NR NR
Fibrose NR 0 NR NR 0 0 NR NR
SIRIUS RED
Aumento tecido intersticial NR 0 NR NR + + NR NR
ADENILATO DEAMINASE
Deficiéncia em fibras NR 0 NR NR 0 NR NR NR

NR = Ndo realizada; 0= Ausente ou normal; + = Discreto ou raro; ++ = Ocasional ou moderado; +++=

Severo, frequente ou abundante.

Os elementos isolados das bidpsias foram a seguir avaliados, tendo em vista

a presenga e intensidade das anormalidades encontradas, recebendo um
diagndstico anatomopatoldgico especifico, conforme a sua presenga ou auséncia,

bem como em relag8o a intensidade que ocorreram (Tabela 6, Figuras 1, 2, 3, 4, 5,
6,7,8,9, 10,11, 12, 13, 14, 15 e 16).
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Tabela 6

RESULTADO DAS BIOPSIAS MUSCULARES

Caso numero. Diagnéstico Anatomopatolégico
1 Mista, predominio de miopatia inflamat<ns1:XMLFault xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat"><ns1:faultstring xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat">java.lang.OutOfMemoryError: Java heap space</ns1:faultstring></ns1:XMLFault>