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RESUMO

A miopatia nemalinica € uma miopatia congénita rara, descrita desde 1963 e que
caracteriza-se por heterogeneidade genética. Atualmente, é classificada em 6
formas clinicas: congénita grave, congénita intermediaria, tipica, juvenil, adulta e
outras formas. A dosagem de enzimas musculares e a eletroneuromiografia pouco
contribuem para o diagnoéstico desta entidade. A bidpsia muscular, através da
coloracéo tricromo de Gomori modificado revela a presenca de rods nas fibras
musculares. A imunohistoquimica revela a natureza dos defeitos estruturais da
doenca através da expressdo positiva e negativa das proteinas musculares.
Geneticamente, ha identificacdo de mutacdes em 6 genes responsaveis pela
codificacdo das proteinas de filamento fino: NEB, , ACTAL, TPM3, TPM 2, TNNT1
e CFL2. Os objetivos do estudo foram a avaliacdo da expressédo das proteinas
musculares nebulina, miosina e desmina através da imunohistoquimica nos casos
de miopatia nemalinica assim como a correlacdo destes achados com o padrédo da
eletroneuromiografia e a localizacdo e percentagem de rods existentes nas fibras
musculares. Foram incluidos 8 pacientes com idade que variou de 2 meses a 6
anos, sendo 2 do género masculino e 6 do feminino, 5 com a forma tipica, 2 com a
forma congénita intermediaria e 1 com a forma congénita grave. Somente 1 caso
apresentou elevacédo da CK e LDH, enquanto os demais casos tinham dosagem de
enzimas musculares normais. A eletroneuromiografia foi normal em 2 casos,
apresentou padrdo miopatico em 2 e padrdao neuropatico em 3 casos. A
distribuicdo dos corpos nemalinicos foi mista em todas as biopsias musculares
sendo que a percentagem dos mesmos foi maior que 50% em 2 casos e menor
gque 50% em 6 casos. A expressdo da proteina nebulina foi heterogénea em 4
casos e ausente nos demais. A expressao da miosina foi normal (padrdo mosaico)
em 7 casos sendo que 1 apresentou expressdo ausente. A desmina apresentou
expressao fortemente positiva em 3 casos, heterogénea em 1 deles, normal em 3 e
ausente em 1 caso. Conclui-se que o padrdo de expressdo das proteinas
musculares através da técnica da imunohistoquimica na miopatia nemalinica pode
ser ausente, normal ou de expressdo anémala. Nao houve relacéo entre o padrao
da eletroneuromiografia com a expressdo da nebulina e miosina, no entanto, a
expressdo da proteina desmina apresentou-se fortemente positiva nos casos de
pacientes com eletroneuromiografia de padréo neuropatico, enquanto aqueles com
padrdo normal e miopatico tém expressdao normal. Nao houve relacdo entre a
distribuicdo de rods e percentagem dos mesmos na fibra muscular com o tipo de
expressao protéica a imunohistoquimica.

Palavras chave: Miopatia nemalinica; Histoquimica; Imunohistoquimica,
Eletroneuromiografia.
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ABSTRACT

Nemaline myopathy is a rare congenital myopathy, reported since 1963,
characterised by clinical and genetic heterogeneity. It is classified in 6 clinical
forms: severe, intermediate, typical, mild or juvenile, adult and other forms. Muscle
enzymes levels and electromyography few contributed to diagnosis. Muscle biopsy,
at modified Gomori-thricrome, reveals the presence of rods in muscle fibers.
Immunohistochemistry reveals the nature of disease structural defects through
positive or negative expression of muscle proteins. Genetically, there is
identification of 6 genes mutation, responsable of thin filament codification: NEB,
ACTAL, TPM3, TPM 2, TNNT1 and CFL2. Study goals were the analisys of the
expression of muscle proteins nebuline, miosine and desmine as well as their
correlation with electromyography pattern, rod localization and rod percentage in
the fibers. Eight patients were included; age from 2 months to 6 years; two male
and 6 female; 5 with typical, 2 with intermediate and one with severe form. Only one
case presented CPK and LDH elevation, while the others presented normal muscle
enzymes levels. Electromyography was normal in 2 cases, myopathic in 2 cases
and neuropathic in 3 cases. Nemaline bodies distribution was mixed in all muscle
biopsies, presented in more than 50% of fibers in 2 cases and less than 50% of
fibers in 6 cases. Nebulin expression was heterogeneus in 4 cases and absent in
the others. Myosin expression was normal in 7 cases and absent in 1. Desmin
expression was strongly positive in 3 cases, heterogeneus in 1, normal in 3 and
absent in 1 case. In conclusion, nemaline myopathy may have muscle protein
expression in immunohistochemistry as absent, normal or abnormal. There wasn’t
relation among electromyography pattern and nebuline and miosine expression.
But, desmin expression was strongly positive in patients with neuropathic pattern at
electromyography while patients with normal or myopathic pattern had normal
expression. There wasn’t relation among rods distribution and rods percentage in
muscle fiber and immunochemistry protein expression.

Key words: Nemaline myopathy; Histochemistry; Immunohistochemistry;
Electromyography.



1 INTRODUCAO

A miopatia nemalinica (MN) é uma miopatia congénita descrita
simultaneamente por Conen et al. e Shy et al., em 1963. Inicialmente foi
apresentada como afec¢cdo muscular ndo-progressiva, cuja manifestacao clinica
mais evidente é a hipotonia, sendo a caracteristica histologica a presenca de
estruturas em forma de bastées (rods) no interior das fibras musculares, também
denominados corpos nemalinicos. A incidéncia estimada € de 1 para cada 500.000
nascidos vivos (WALLGREN-PETTERSSON et al.,, 1990). Desde sua primeira
descricdo, em 1963, surgiram mais e mais casos com diferentes formas de
evolugdo: das rapidas e fatais as lentas, quando manifestadas somente na vida
adulta (CONEN et al.,, 1963; SHY et al., 1963; WERNECK et al.,, 1983;
WALLGREN-PETTERSSON, 1989; BAROHN et al., 1994; FARDEAU e TOME,
1994; NORTH et al., 1997; SASAKI et al., 1997; JOHNSTSON et al., 2000;
GOMMANS et al., 2002).

A exteriorizacdo mais evidente da MN € a hipotonia generalizada, descrita
como fraqueza muscular pelos pacientes. O comprometimento predomina nos
musculos faciais, flexores cervicais, flexores do tronco, dorsiflexores dos pés e
extensores dos dedos. Esses individuos tem, por conseguinte, dificuldade na
deambulacédo, escoliose, disfagia, palato arqueado, insuficiéncia ventilatoria,
deformidades nos pés, deformidades toracicas e contratura dos membros
superiores e inferiores.

Em 2000, surgiu a classificacdo atual da MN, baseada nas manifestacées
clinicas e na idade de seu aparecimento (WALLGREN-PETTERSON e LAING,
2000). A MN ¢é classificada em formas congénita grave, tipica, congénita
intermedidaria, leve escolar ou juvenil, adulta, e outras formas associadas a
cardiomiopatia, a oftalmoplegia e a presenca de corpos nemalinicos a biopsia
muscular.

A dosagem de enzimas musculares é de pouca ajuda para o diagnostico da

MN ja que os niveis séricos podem ser normais. A creatinaquinase (CK), quando



2
elevada, pode chegar a cinco vezes o valor normal (WALLGREN-PETTERSSON,
1989; FARDEAU e TOME, 1994;: WALLGREN-PETTERSSON, 1996; NORTH et
al., 1997).

A eletroneuromiografia pode ser normal, apresentar padrdo miopético ou
neuropatico, conforme a evolucdo da doenca (WALLGREN-PETTERSSON, 1989;
DUMITRU, 1995).

A bidpsia muscular, observada pela técnica de coloracdo Tricromo de
Gomori modificado, revela os bastfes violeta tipicos da MN (CONEN et al., 1963;
SHY et al., 1963; WERNECK, 1981; WERNECK et al., 1983; DUBOWITZ, 1985;
SHIMOMURA e NONAKA, 1989; FARDEAU e TOME, 1994; NORTH et al., 1997)
em meio as miofibrilas azul-esverdeadas, podendo estar agregados ao
subsarcolema ou entre miofibrilas. Esses bastbes caracteristicos ndo sé&o
visualizados através da hematoxilina-eosina e com as técnicas da ATPase. Na
técnica ATPase, a MN tipicamente apresenta predominéancia de fibras tipo |
(MARTIN e RENIERS, 1968; RADU e IONESCU, 1972; WALLGREN-
PETTERSSON et al., 1988; SRETER et al., 1976; NONAKA et al., 1989,; NONAKA
et al., 1989,; SHIMOMURA e NONAKA, 1989; WALLGREN-PETTERSSON, 1996;
NORTH et al., 1997; IMOTO e NONAKA, 2001).

A imunohistoquimica tem um papel importante e crescente no estudo da
MN, informando a natureza dos defeitos estruturais. Ha diversas publicacdes que
revelam a expressao positiva e negativa das proteinas musculares nebulina, alfa-
actinina, miosina, titina, desmina e distrofina na fibora muscular e nos bastdes
(YAMAGUCHI, 1982; van der VEN et al., 1995; NORTH et al.,, 1997; SEWRY,
1998; IMOTO e NONAKA, 1999; SEWRY et al., 2000; GURGEL-GIANETTI et al.,
2001).

O estudo genético da MN foi fundamental na década de 90, caracterizando a
doenca como heterogénea e identificando mutacdes em genes especificos de
proteinas do filamento fino (WALLGREN-PETTERSSON, 2001). Até o presente
momento, foram identificados os genes da alfa-tropomiosina (TPM3), da nebulina
(NEB), da alfa-actina (ACTA1l), da beta-tropomiosina (TPM2), da troponina 1
(TNNT1) e da cofilin-2 (CFL2). As mutacBes do gene da nebulina sdo as mais
frequentes e correlacionadas principalmente com a forma clinica tipica. As

mutacdes no gene da actina correspondem a 15% dos casos e as mutacdes dos
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genes TPM2, TPM3 e CFL2 séo raras. A forma ligada a TNNT1 esta relacionada a
MN descrita nos membros da comunidade Amish.

O presente estudo tem como finalidade a avaliagdo da expressao das

proteinas musculares nebulina, miosina e desmina através de imunohistoquimica,

relacionando os achados com o padrdo da eletroneuromiografia e com a

localizagao e percentual dos rods nas fibras musculares.



2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 HISTORICO

Miopatias congénitas, descritas desde 1956 (FARDEAU e TOME, 1994), s&o
desordens musculares que se apresentam precocemente na infancia com
hipotonia, fraqueza muscular generalizada e pouco desenvolvimento muscular,
acompanhadas de alteracbes dismérficas como facies alongada, escoliose,
deformidades das coxas e dos pés.

Em 1963, Conen et al. descreveram um novo tipo de miopatia congénita,
nao-progressiva, associada com grande quantidade de estruturas minasculas, em
forma de bastdes, dentro das fibras musculares. Tratava-se de um menino,
atendido aos quatro anos de idade por fraqueza muscular generalizada.
Apresentou dificuldade prévia de sugar e incapacidade de deambular até os 22
meses. Progrediu com dificuldade de subir escadas, de correr e até de se levantar,
aléem de apresentar disfagia. Ao exame fisico, havia fraqueza muscular
generalizada, com comprometimento da musculatura proximal de membros
inferiores. Os reflexos profundos eram normais. Apresentava palato arqueado e
deformidade do térax. Foi acompanhado por um ano, durante o qual os parametros
clinicos ndo se deterioraram. A eletroneuromiografia apresentava padrao
miopatico. Na biopsia muscular observa-se pequenas particulas que ocupavam
1/4 a 1/2 do diametro da fibra muscular. Os autores as denominaram de
miogranulos. No mesmo ano, Shy et al. (1963) descreveram um caso semelhante,
denominando as particulas anormais da histologia de corpos nemalinicos por
serem estruturas filamentares (nema em grego significa fio). O termo utilizado por
Shy et al. (1963) preponderou e atualmente essa miopatia congénita recebe o
nome de miopatia nemalinica (MN), cujas estruturas filamentares anormais
recebem o nome de corpos nemalinicos ou rods.

Martin e Reniers (1968) descreveram um paciente masculino de 16 anos de
idade, que aos dois anos e meio tinha dificuldade de deambular, sendo que aos

seis ou sete anos a fraqueza muscular generalizada era evidente, simétrica e
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predominante nos membros superiores e inferiores. Os reflexos profundos eram
normais. Neste periodo ndo houve progressédo da doenca. A eletroneuromiografia
apresentava o padrdo miopatico. A bidépsia muscular enfatizou os bastdes (rods) e
o predominio de fibras do tipo | sobre as raras do tipo |l.

ApOs este periodo muitos casos de MN de curso lento ou ndo-progressivo
foram descritos, todos com fraqueza muscular, hipotonia, retardo no
desenvolvimento motor, face alongada, palato arqueado e deformidades Gsseas,
porém sempre com inteligéncia normal (SRETER et al., 1976).

Werneck et al. (1983) descreveram o primeiro caso de miopatia hemalinica
no Brasil. Tratava-se de crian¢ca do género masculino que evoluiu com hipotonia e
disfagia a partir do terceiro dia de vida, necessitando de gastrostomia permanente.
Apresentava retardo no desenvolvimento motor. A eletromiografia sugeria
envolvimento muscular primario. A bidpsia muscular, processada a fresco, com
histoquimica e microscopia eletronica, revelou corpos nemalinicos em até 2/3 das
fibras, deficiéncia de fibras tipo Il e espessamento variavel das linhas Z numa
mesma miofibrila.

Na década de 90, baseando-se na progressdo da doenca nos diferentes
casos descritos até entdo, varios pesquisadores sugeriram a primeira classificacéo
clinica da miopatia nemalinica (NONAKA et al., 1989,; NONAKA et al., 1989;
SHIMOMURA e NONAKA, 1989; WALLGREN-PETTERSSON, 1989).
Reconheceram-se trés formas: a) miopatia neonatal grave; b) miopatia congénita
nao-progressiva ou lentamente progressiva; c) forma de inicio na vida adulta.

Em 1995, foram descritos detalhadamente 10 afetados de uma familia
australiana com MN (LAING et al., 1995). Os sintomas iniciaram por volta de dez
anos de idade, evoluindo com fragueza muscular de predominio distal, forma de
heranca autossémica dominante e o estudo molecular detectou mutacdo no gene
da tropomiosina-3.

North et al. (1997) sugeriram uma nova classificacdo clinica que entéao
descrevia quatro formas de miopatia nemalinica: neonatal grave, congénita
moderada (classica), forma de inicio tardio na infancia e forma adulta. A forma de
inicio tardio na infancia corresponde a descricdo dos casos da familia australiana.
A forma classica foi destacada e chamada de mainstream form por ser a mais

frequente. Nessa forma, as manifestacbes clinicas (hipotonia, distarbio na
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degluticdo e distarbios respiratorios) aparecem ao nascer ou no primeiro ano de
vida. O curso da doencga é estavel ou lentamente progressivo.

Em 1998, no Workshop Internacional de Miopatia Nemalinica (WALLGREN-
PETTERSSON et al., 1998) mostrou-se que a acinesia fetal pode ser causada por
miopatia nemalinica. Relataram-se oito casos com morte fetal, apresentando
deformidade craniofacial e pulmonar, e artrogripose associada a presenca de
corpos nemalinicos a biépsia muscular.

Baseando-se em novas descricdes e sugestdes de nova classificacdo, em
2000, membros do Consoércio Internacional de Miopatia Nemalinica (WALLGREN-
PETTERSSON e LAING, 2000) sugeriram a classificacao clinica atual:

a) Forma congénita grave,

b) Forma tipica;

c) Forma congénita intermediaria;

d) Forma leve escolar ou juvenil;

e) Forma adulta;

f) outras formas.

Em 2000, foi caracterizada uma nova forma em membros da comunidade
Amish (JOHNSTSON et al., 2000). Os pacientes apresentavam hipotonia,
contraturas e tremores ao nascimento, evoluiam com fraqueza muscular
progressiva, associada ao pectus carinatum e o6bito no segundo ano de vida.
Nessa forma o defeito foi descrito no gene da troponina.

Em 2002, Gommans et al. descreveu uma familia composta de 24 doentes
com MN e 22 pessoas sadias. A manifestacdo clinica caracterizou-se por
movimentos lentos, motivo pelo qual os doentes eram incapazes de correr e pular,
mas conseguiam caminhar por horas. Além disso, havia as manifestacdes tipicas
da MN como fraqueza nos musculos flexores do pescoco e proximais dos
membros. A musculatura facial, dorsiflexora dos pés e respiratoria era normal. A
MN foi progressiva, especialmente ap0s a quinta década de vida, mas nenhum
paciente perdeu a capacidade de realizar suas atividades diarias ou ficou restrito a

cadeira de rodas.

2.2 MANIFESTACOES CLINICAS
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A MN é definida como uma desordem neuromuscular caracterizada por
fraqueza muscular e presenca de corpos nemalinicos nas fibras musculares, na
auséncia de outras entidades associadas a esses miogranulos, como miopatias
mitocondriais, miopatia congénita tipo central core, distrofia muscular, polimiosite e
miopatia pelo HIV (WALLGREN-PETTERSSON, 1996; FEINBERG et al., 1998;
PALLAGI et al., 1998). E uma forma rara de miopatia congénita cuja incidéncia é
estimada em um a cada 500 mil nascidos vivos (WALLGREN-PETTERSSON et al.,
1990).

A distribuicdo da fraqueza muscular é constante: predomina nos muasculos
faciais, flexores cervicais e do tronco, dorsiflexores dos pés e extensores dos
dedos. O comprometimento da musculatura distal das cinturas escapular e pélvica
€ muito mais evidente do que na musculatura proximal dos membros. Os pacientes
apresentam hipotonia generalizada, dificuldade para deambulagcdo, disfagia,
insuficiéncia respiratdria e dismorfismos como as deformidades dos pés,
hipomimia, palato arqueado, lingua pequena, hipermobilidade de articulacoes,
escoliose, térax em pombo, sindrome da espinha rigida, contraturas nos membros
superiores e/ou inferiores e artrogripose (MARTIN e RENIERS, 1968; SRETER et
al.,, 1976; WALLGREN-PETTERSSON, 1989; RIFAI et al., 1993; BAROHN et al.,
1994; TOPALOGLU et al., 1994; van der VEN et al., 1995; NORTH et al., 1997;
SASAKI et al.,, 1997, WALLGREN-PETTERSSON et al. 1998; WALLGREN-
PETTERSSON e LAING, 2000; WALLGREN-PETTERSSON e LAING, 2001).

A miopatia neonatal grave afeta lactentes, nos primeiros meses de vida, e se
caracteriza por fraqueza muscular generalizada. O parto € frequentemente dificil,
sendo necessaria a assisténcia ventilatoria imediata para o neonato. Ha hipotonia
com pouca atividade muscular espontanea, contraturas articulares e deformidades
nos pés, clinodactilia e pregas simiescas, arreflexia e auséncia do reflexo de Moro.
Ha dificuldade em sugar e deglutir, com infec¢cdes broncopulmonares de repeticao,
gue ainda podem ser exacerbadas por refluxo esofagogastrico. Faléncia
respiratoria, cardiomiopatia dilatada e infec¢cdes pulmonares de repeticdo causam a
morte nas primeiras semanas ou meses de vida (CONEN et al., 1963; SHY et al.,
1963; WERNECK et al., 1983; NONAKA et al., 1989a; SHIMOMURA e NONAKA,
1989; RIFAI et al., 1993; BAROHN et al., 1994; NORTH et al., 1997; SASAKI et al.,
1997; GURGEL-GIANETTI et al., 2001; RYAN et al., 2001).
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A miopatia ndo-progressiva ou lentamente progressiva € a forma tipica e
mais frequente da miopatia nemalinica. A hipotonia e a dificuldade de alimentacéo
sédo frequentes na fase neonatal, mas ndo sédo tdo importantes como na forma
neonatal grave. Os musculos sdo pequenos e as extremidades finas. O
envolvimento muscular € difuso e simétrico. A fraqueza muscular proximal causa
marcha anserina e o sinal de Gower. Ha fraqgueza muscular distal nos membros,
nos musculos flexores do pescoco e musculatura do tronco. Os musculos faciais e
mastigatorios sdo marcadamente afetados, conferindo a face um aspecto fino e de
boca aberta. Os masculos extraoculares sao preservados, motivo da rara descricdo
de ptose e oftalmoplegia (WRIGHT et al., 1997; RIGGS et al., 1994). A voz é
anasalada. A capacidade vital esta diminuida. H& arreflexia ou hiporreflexia. N&o
h&4 anormalidades sensitivas ou disfuncdo cognitiva. H& dismorfismo: palato
arqueado, micrognatia ou prognatismo, deformidades toracicas, contraturas dos
dedos, pés cavos e equinovaros. Em muitos casos, a astenia ndo é progressiva e
permanece compativel com um bom grau de atividade. Entretanto, as criancas
mostram pequena deterioragdo em suas habilidades motoras. Cifoescoliose grave
pode desenvolver-se na adolescéncia e piorar a dificuldade respiratéria. Pode
haver associacdo com sindrome da espinha rigida. Anormalidades cardiacas nao
séo raras, manifestando-se abruptamente. Uma em cada cinco criangas morrem
nos primeiros seis anos de vida (MARTIN e RENIERS, 1968; RADU e IONESCU,
1972; SRETER et al.,, 1976; NONAKA et al., 1989,; SHIMOMURA e NONAKA,
1989; WALLGREN-PETTERSSON, 1989; NORTH et al., 1997; RIFAI et al., 1993;
SASAKI et al., 1997; TOPALOGLU et al., 1994; GURGEL-GIANETTI et al., 2001;
RYAN et al., 2001).

A miopatia de inicio na fase adulta inclui casos com diferentes
apresentacdes clinicas. Em alguns pacientes, ha fraqueza muscular minima,
durante a adolescéncia, que progride lentamente e resulta em um déficit motor
mais marcado na velhice. Em outros pacientes, o envolvimento da musculatura
permanece assintomatico, sendo descoberto quando ha investigacdo de alguma
miocardiopatia ou investigacdo genética na familia. Em outros casos, a fraqueza
muscular proximal e distal comeca na quarta ou na quinta década da vida, sem
nenhum sintoma precedente ou historia familiar (NONAKA et al., 1989y;
SHIMOMURA e NONAKA, 1989; RYAN et al., 2001). A forma adulta conhecida

como Miopatia Nemalinica Esporadica de Inicio Tardio é associada ao HIV e
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gamopatia monoclonal (SANTICS et al, 2008; CHAHIN et al.,, 2005). A MN

associada ao HIV pode apresentar-se precocemente no curso da AIDS quando

outros achados tipicos da infeccdo ainda ndo sdo aparentes. A razdo da

associacdo com gamopatia monoclonal e o papel da gamopatia na patogenese da

MN nao é conhecida.

2.3 CLASSIFICACAO CLINICA

Atualmente, classifica-se a MN em seis formas clinicas, conforme o
Consorcio Internacional de Miopatia Nemalinica (WALLGREN-PETTERSSON e
LAING, 2000). Cada forma tem as caracteristicas especificas descritas abaixo:

a)

b)

d)

Forma congénita grave: caracteriza-se por auséncia de movimentos
respiratorios e em membros, associados a presenca de contraturas e
fraturas ao nascimento. Cardiomiopatia, oftalmoplegia e presenca de
corpos nemalinicos intranucleares constituem critérios de excluséo dessa
forma;

Forma tipica: apresenta inicio precoce na infancia, com atraso nas
aquisicbes motoras, chegando, porém, a atingi-las. Presenca de
fragueza muscular predominante na musculatura facial, bulbar,
respiratoria e flexora cervical. Nos membros, nota-se fraqueza,
inicialmente proximal, e posterior comprometimento distal. O curso
clinico € lento ou sem progresséao. Critérios de exclusdo sdo 0s mesmos
para forma congénita grave;

Forma congénita intermediaria: tem inicio nos dois primeiros anos de
vida. Os pacientes apresentam movimentos normais da respiracéo e dos
membros ao nascerem, mas, na idade escolar, evoluem com
insuficiéncia respiratoria, incapacidade para sentar ou andar, parando de
deambular geralmente antes dos onze anos de idade. Desenvolvem
retracdes fibrotendineas precocemente;

Forma leve escolar ou juvenil: tem inicio na idade escolar ou juvenil. Nao
apresenta comprometimento da musculatura facial ou distal de membros;
Forma adulta: tem inicio na idade adulta e ndo apresenta

comprometimento da musculatura facial,
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f) outras formas: sdo as formas associadas a cardiomiopatia, a

oftalmoplegia, a distribuicdo n&o usual da fraqueza muscular e a
presenca de corpos nemalinicos intranucleares a biopsia muscular.

Dados do consércio mostram que a forma tipica é a mais frequente. A

menor incidéncia dos casos neonatais graves e das formas leves, no entanto, deve

ser analisada com cautela, uma vez que ha dificuldade no seu diagnéstico. Os

casos graves evoluem rapidamente para a morte, enquanto as formas leves podem

passar despercebidas por causa da escassez de sinais e sintomas.

2.4 EXAMES COMPLEMENTARES

Os exames laboratoriais sdo muito limitados e de pouca ajuda ao
diagnostico da miopatia nemalinica. Destacam-se a dosagem de enzimas
musculares e a eletroneuromiografia (ENMG).

Em relacdo as enzimas musculares, a mais utilizada é a CK, que pode ser
normal ou pouco elevada, chegando até a cinco vezes o valor normal
(WALLGREN-PETTERSSON, 1989; FARDEAU e TOME, 1994; WALLGREN-
PETTERSSON, 1996; NORTH et al., 1997). Dosam-se também aldolase, aspartato
aminotransferase (AST), alanina aminotransferase (ALT) e desidrogenase lactica
(LDH).

O exame de ENMG mostra um variado espectro de achados nos pacientes
acompanhados durante a evolucdo da doenca (WALLGREN-PETTERSSON, 1989;
DUMITRU, 1995). As velocidades de conducdo nervosa sensitiva e motora sao
normais. Na eletromiografia de agulha (EMG), geralmente, ha discretas
anormalidades em pacientes antes dos trés anos de idade. Poucos pacientes tém
padrdo miopatico: potenciais de acdo de unidade motora (PAUM), polifasicos, de
curta duracdo e pequena amplitude. Atividade muscular espontdnea, como
fibrilacbes e ondas positivas, sao raras. Entre quatro e dez anos de idade, ha um
aumento na incidéncia de anormalidades: a maioria dos pacientes tem presenca de
PAUM polifasicos, de curta duracdo e de baixa amplitude. Ha muitos PAUM
normais, mas 0s anormais sao predominantes. Apds os 11 anos de idade, ha
poucos PAUM normais, predominando os PAUM de longa duracdo e
amplitudes aumentadas. O padrdo de recrutamento esta diminuido (DUMITRU,
1995).
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2.5 OUTROS EXAMES COMPLEMENTARES

Sao descritas alteracbes na tomografia computadorizada de mausculos,
como infiltragdo gordurosa difusa em abdome, tronco e cintura escapular em
pacientes idosos (GOMMANS et al., 2002). Achados de ressonancia magnética
evidenciam o envolvimento seletivo da musculatura da coxa e do compartimento
anterior das pernas, poupando o gastrocnémio (JUNGBLUTH et al., 2004). Nos
pacientes com mutacdo do gene da nebulina, ha descricdo desde o envolvimento
seletivo dos masculos tibial anterior e soleus (casos leves de MN) até o
envolvimento dos retos femorais, vastos laterais, tibial anterior e soleus (casos
moderados de MN). Nos pacientes com mutacdo do gene da alfa-actina, ha
envolvimento difuso da musculatura da coxa e das pernas (JUNGBLUTH et al.,
2004).

2.6 HISTOLOGIA E HISTOQUIMICA

A avaliacdo da reacao do tecido muscular a doenca € realizada através da
analise histoquimica da biopsia muscular. A técnica permite a determinacao do tipo
de fibras musculares, das alteracdes morfologicas dessas fibras e as alteracdes

estruturais que sao tipicas de determinadas doencas (FARDEAU e TOME, 1994).

2.6.1 Estrutura protéica das fibras musculares

A estrutura organizada e bem definida do musculo estriado reflete sua
funcdo: contracdo muscular (geracdo de movimento e forca numa direcéo
especifica).

As fibras musculares estriadas sdo células Unicas, multinucleadas e
rodeadas de uma membrana, que possuem alguns centimetros de extenséo e 10 a
100 um de diametro. As fibras sdo formadas de numerosas miofibrilas com
aproximadamente 1 a 3 um de didmetro, sendo que cada uma delas é envolvida

pelo reticulo endoplasmatico e dispostas paralelamente ao eixo da fibra muscular.
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As fibrilas sdo estriadas, configurando o aspecto estriado ao musculo como um
todo. O padrao estriado se repete numa periodicidade de 1 a 3 um. Esta unidade
repetida denomina-se sarcobmero e é considerada a unidade contratil fundamental
do musculo estriado. O sarcomero tem, em cada extremidade, uma regido escura e
fina chamada linha Z. Essa linha Z fica no meio de uma regido chamada banda |,
gue é uma regido clara da qual cada metade pertence a um dos sarcOmeros
adjacentes. O centro do sarcOmero é escuro e constitui a banda A, cujo centro
abriga uma regido mais clara, chamada zona H. Este padrao de distribuicdo de
bandas é caracterizado desta forma devido ao arranjo das miofibrilas. A banda A
contém miofilamentos grossos dispostos paralelamente ao eixo da fibra. Cada
metade da banda | contém miofilamentos finos que se prendem a linha Z, dirigindo-
se a banda A e se sobrepondo aos miofilamentos grossos. A zona H é menos
densa do que o restante da banda A pela auséncia da sobreposicdo desses
miofilamentos (figura 1) (CRAIG, 2004).

SARCOMERO
BANDA A
Z M
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SARCOMERO SARCOMERO
BANDA | y BANDA A o BANDA | r BANDA A |
| | |
z H . M | Z M

(b)

Figura 1 — Constituicdo do a microscopia elétronica — unidade funcional do masculo estriado — no
grafico superior (a), e representacéo de dois sarcémeros no gréafico inferior (b), as linhas Z
limitantes e as varias bandas. Modificado de CRAIG, R. Molecular Structure of the Sarcomere. In:
ENGEL, G.A.; FRANZINI-ARMSTRONG, C., Myology. 3. ed. New York: McGraw-Hill, 2004. p. 130.
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Os filamentos finos e grossos sdo ambos polimeros de moléculas protéicas
ndo covalentes. A miosina é a maior constituinte dos filamentos grossos enquanto
gue a actina € a maior constituinte dos filamentos finos. Juntas, actina e miosina,
constituem 70% das proteinas miofibrilares. Os filamentos grossos ainda s&o
formados por outras proteinas: proteina C, proteina H, proteina X, AMP
deaminase, proteina M, creatinaquinase e sdo associados a proteina gigante titina,
gue extende-se até a banda | e chega a linha Z. Os filamentos finos também
contém outros componentes, além da actina, como a troponina, a tropomiosina e a
proteina gigante nebulina. Ha, provavelmente, duas moléculas de nebulina para
cada filamento fino, acompanhando-o em toda sua extensdo, desde a linha Z até
sua extremidade final. Parece que a atuacdo da nebulina esta no controle preciso
da contracdo muscular independente da espessura da fibra muscular, mas
intimamente relacionado ao comprimento da fibra (nebulina de diferente tamanho

para diferentes comprimentos) (figura 2) (CRAIG, 2004).
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Figura 2 — Constituicéo protéica do sarcomero. Modificado de CRAIG, R. Molecular Structure of
the Sarcomere. In: ENGEL, G.A.; FRANZINI-ARMSTRONG, C., Myology. 3. ed. New York:
McGraw-Hill, 2004. p. 131.
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As proteinas podem ser divididas em trés grupos: proteinas que constituem os

filamentos contrateis, estruturais e ligadas a membrana muscular. Vamos discutir

alguns aspectos relativos as principais proteinas musculares.

2.6.1.1 Proteinas dos filamentos contrateis

a)

Filamento fino:

[) Actina

Principal componente do filamento fino, corresponde a 20% das proteinas
miofibrilares e é essencial para manutencdo da estrutura e motilidade da
célula. Sua funcdo na fibra muscular é participar do mecanismo de
contracdo muscular (DUBOWITZ, 1985; WALLGREN-PETTERSSON et al.,
1995).

Constituida por uma sequéncia de 364 aminoacidos, o seu funcionamento
provém do equilibrio entre duas isoformas: G-actina (globular) e F-actina
(filamentar). Existem isoformas de actina para o musculo esquelético,
musculo cardiaco, musculo liso e ainda isoformas ndo musculares. Duas
isoformas séo expressas no musculo esquelético humano: alfaesquelética e
alfacardiaca. No musculo esquelético embridnico, a actina cardiaca € a
principal isoforma, sendo rapidamente substituida pela forma esquelética, no
periodo pos-natal. No musculo cardiaco fetal, a isoforma cardiaca é
prevalente, enquanto, no musculo cardiaco adulto, a isoforma esquelética
compreende 60% da actina desse tecido. O gene codificador da isoforma
musculo esquelético é o ACTA 1, localizado no cromossomo 1g42.1,
enquanto o gene codificador da isoforma cardiaca € ACTC, localizado no
cromossomo 15qg13.2. Mutacbes no gene ACTC relacionam-se a
miocardiopatia dilatada. Mutacdes no gene ACTA 1 estdo relacionadas a
miopatia congénita com excesso de filamentos finos e com a miopatia
nemalinica (PALLAGI et al., 1998).

II) Tropomiosina

Sua funcéo é estabilizar o filamento de actina e posicionar a molécula de

troponina, sensivel ao céalcio, em relacdo ao filamento de actina, durante a
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interac&o actinamiosina. E uma molécula de dupla hélice correspondendo a
uma sequéncia de 284 aminoacidos (DUBOWITZ, 1985). Os vertebrados
tem pelo menos quatro genes para tropomiosina, que sdo nomeados TPM1,
TPM2, TPM3 e TPM4. O TPM1 codifica a alfa-tropomiosina rapida (15g21),
o TPMS relaciona-se a alfa-tropomiosina lenta (1922-923) e o TPM2 codifica
a beta-tropomiosina (9p13.2-p13.1). A dupla hélice da tropomiosina é
formada por uma isoforma alfa e uma isoforma beta, e reage com sete
moléculas de actina. A expresséo das isoformas de tropomiosina é diferente
nos tipos de fibras musculares: nas fibras musculares de contragdo lenta, ha
a isoforma alfa-tropomiosina lenta e a beta-tropomiosina; nas fibras de
contracdo rapida, encontram-se as isoformas alfa-tropomiosina rapida e
beta-tropomiosina. Muta¢des nos genes TPM3 e TPM2 estéo relacionadas
com a miopatia nemalinica (LAING et al., 1995; MICHELE et al., 1999; TAN
et al., 1999).

Filamento grosso:

Miosina

E o maior constituinte do filamento grosso e corresponde a 54% das
proteinas miofibrilares.

E constituida por duas cadeias pesadas e quatro cadeias leves e é
concomitantemente uma proteina estrutural e uma enzima. Sendo
responsavel pela atividade ATPase (DUBOWITZ, 1985).

As fibras musculares podem ser classificadas por meio de sua propriedade
contratil e pela histoquimica na reacdo ATPase pH 4,3 e pH 9,4. As fibras
tipo | tem como caracteristica serem fibras de contracdo lenta; com
capacidade oxidativa alta e anaerdbica baixa; com grande volume de
mitocondrias; alto de enzimas oxidativas e baixo de enzimas glicoliticas;
com coloracdo escura na reacao ATPase pH 4,3 e clara na ATPase pH 9,4.
As fibras tipo Il tem como caracteristica serem fibras de contracdo rapida e
podem ser divididas em tipo IIA e 1IB. As fibras tipo A sao fibras de
contracdo rapida; com capacidade oxidativa e anaerdbica moderadas; com
moderado volume de mitocdndrias, enzimas oxidativas e glicoliticas; com

coloracéo intermediéria na reacdo ATPase pH 4,3 e pH 9,4. As fibras tipo 11B
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sdo também de contracdo rapida; com capacidade oxidativa baixa e
anaerdbica alta; com pequeno volume de mitocondrias, baixo de enzimas
oxidativas e alto de glicoliticas; com coloracédo clara na ATPase pH 4,3 e
escura na ATPase pH 9,4 (WATRAS, 2004).

2.6.1.2 Proteinas estruturais

a)

Nebulina

E uma proteina gigante do citoesqueleto da fibra muscular que corresponde
a 3-4% das proteinas miofibrilares e tem a funcao de regular o comprimento
do filamento fino e manter a posicdo da banda Z no sarcomero (LABEIT e
KOLMERER, 1995; PFUHL et al., 1996; MILLEVOI et al., 1998; IMOTO et
al., 1999; PELIN et al., 1999; GURGEL-GIANETTI et al., 2001; PELIN et al.,
2002; WALLGREN-PETTERSSON et al., 2002). Sua extremidade C-terminal
ancora na banda Z, e sua extremidade N-terminal se projeta para dentro da
banda I, formando o suporte para organizacao do filamento fino. A nebulina
€ codificada pelo gene NEB, localizado no cromossomo 2g24.2 e as
mutacdes neste gene estdo relacionadas com as formas recessivas de
miopatia nemalinica (PFUHL et al., 1996; PELIN et al., 2002).

b) Alfa-actinina

d)

Localiza-se na banda Z e ajuda a ancorar os filamentos de actina e tem
expressdo em ambos tipos de fibras (tipo | e tipo 1l). E codificada pelo gene
ACTN2 no cromossomo 1g42-g43 (NOWAK, 1999).

Alfa-actinina 3
E expressa somente nas fibras tipo I, e é codificada pelo gene ACTN3 no
cromossomo 11qql13-q14 (NOWAK, 1999).

Desmina

E uma subunidade muasculo especifica, pois forma os filamentos
intermediarios. E presente em grandes quantidades nas fibras musculares
no periodo fetal. Depois ha reducdo progressiva, persistindo em pequenas

guantidades ap6s o periodo gestacional. Apresenta também modificacdes
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em sua distribuicdo, no interior da fibra muscular, formando inicialmente
filamentos livres no citoplasma para, depois, localizar-se em torno das
miofibrilas na regido da banda Z (van der VEN et al., 1995).

A presenca de areas de acumulo dessa proteina na fibra muscular tem
conotacao patoldgica e pode representar uma imaturidade ou um processo
de regeneracéo da fibra muscular.

E codificada em um gene localizado no cromossomo 2g35. Mutacdes neste
gene estdo relacionados a uma forma de miopatia e cardiomiopatia

associada com depoésitos de desmina no tecido muscular (GOEBEL, 2003).

2.6.1.3 Proteinas ligadas a membrana muscular

a) Distrofina

Representa 0,002% de toda proteina do musculo esquelético (DUBOWITZ,
1985; FARDEAU e TOME, 1994). Apresenta as isoformas muscular e n&o
muscular. No tecido muscular, localiza-se na regido sub-sarcolemal. Sugere-
se que tenha como funcédo ancorar o citoesqueleto interno a membrana da
fibra, bem como manter a distribuicdo espacial das proteinas do complexo
de glicoproteinas associadas.

E codificada pelo gene distrofina localizado no cromossomo Xp21.2.
Mutacbes deste gene levam as distrofias musculares progressivas tipo

Duchenne e Becker.

2.6.2 Corpos nemalinicos

Os corpos nemalinicos ou rods sdo o marco da miopatia nemalinica, sendo
gue a melhor técnica para sua deteccdo em biopsias é a coloracdo pelo tricromo
de Gomori modificado (CONEN et al., 1963; SHY et al., 1963; WERNECK, 1981;
SHIMOMURA e NONAKA, 1989; FARDEAU e TOME, 1994; NORTH et al., 1997).
Nas coloracdes enzimaticas histoquimicas, eles ndo se destacam e apresentam
coloracdo negativa a ATPase.

Na coloracdo Tricromo de Gomori modificado ha identificacdo de bastbes
vermelhos ou violeta em meio as miofibrilas azul-esverdeadas. Aparecem em fibras

do tipo | ou tipo Il, porém, mais comumente, em fibras tipo I. A microscopia
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eletronica, os bastdes chegam a ter 1 a 7 pum em comprimento e 0,3 a 2 yum em
largura e séo distribuidos aleatoriamente na fibra muscular, mas tém a tendéncia
de ficar em agregados abaixo do sarcolema (localizagdo subsarcolemal), ou,
senao, como pontilhados difusos no interior da fibra (localizacdo intermiofibrilares)
ou, em padrédo misto combinando as duas primeiras localizacdes. A localizagdo dos
rods parece estar correlacionada com a idade dos pacientes, mostrando
predominio de rods no subsarcolema de pacientes mais jovens, enquanto, nos
mais velhos, ha predominio de rods intermiofibrilares (WALLGREN-PETTERSSON,
1989). H& descricbes de bastbes intranucleares (coloragdo de azul de toluidina)
nas formas neonatal severa e adulta (RIFAI et al., 1993; BAROHN et al., 1994;
GOEBEL e WARLO, 1997). Os rods intranucleares sdao maiores que 0S
sarcoplasmaticos, usualmente solitarios, e tém uma aparéncia cristalina com
padrdo ultra-estrutural tipico das linhas Z. Estdo associados com maior
envolvimento muscular e pior prognostico.

A microscopia eletronica (YAMAGUCHI et al., 1982; DUBOWITZ, 1985;
WALLGREN-PETTERSSON et al., 1995), os rods se continuam estruturalmente
com as linhas Z, sdo penetrados por filamentos finos que correm paralelos ao seu
eixo longitudinal e possuem alfa-actinina (que é o principal componente das linhas
Z). Na sua periferia também ha acimulo de desmina, proteina filamentar estrutural,
gue entra, da mesma forma, na estrutura das linhas Z. Na miopatia nemalinica ha
espessamento focal das bandas Z, provavelmente, no estadio inicial da formacao

dos corpos nemalinicos (van der VEN et al., 1995).

2.6.3 Alteracdes das fibras musculares

A histopatologia da doenca, verifica-se que héa substituicdo das fibras
musculares por tecido adiposo ou fibrose. A predominancia das fibras tipo | € um
achado comum na MN, sendo que alguns pacientes mostram exclusivamente
fibras do tipo | ou pobre diferenciacdo entre as fiboras (MARTIN e RENIERS, 1968;
RADU e IONESCU, 1972; SRETER et al., 1976; WALLGREN-PETTERSSON et
al., 1988; NONAKA et al., 1989,, NONAKA et al, 1989,; WALLGREN-
PETTERSSON, 1996; NORTH et al., 1997; IMOTO e NONAKA, 2001). Essa
predominancia e atrofia tendem a serem mais proeminentes com a idade e ha uma

completa deficiéncia de fibras tipo 1IB e pobre diferenciacdo das tipo 1IC. Menos
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frequente é a descricdo de aumento da fosfatase acida relacionada aos casos de
progressao rapida, o que sugere processo autodegenerativo, induzindo a ativacao
de enzimas lisossomiais que promovem a destruicdo celular (NONAKA et al.,
1989, ; NONAKA et al.,, 1989,; SHIMOMURA e NONAKA, 1989; FARDEAU e
TOME, 1994).

2.7 IMUNOHISTOQUIMICA

A imunohistoquimica tem um papel crescente e importante no campo das
miopatias congénitas. Nao tem o mesmo valor diagnostico apresentado nas
distrofias musculares, mas fornece informagdes importantes sobre a natureza dos
defeitos estruturais que definem cada miopatia congénita, como identificacdo de
defeitos primarios, dependendo do efeito da mutacdo na expressdo protéica, a
natureza das anomalias estruturais dos componentes miofibrilares e compreenséao
do processo de maturacao protéica (SEWRY, 1998).

As expressdes das proteinas nebulina, alfa-actinina 2 e 3, miosina, titina,
desmina e distrofina foram amplamente estudadas na década de 90, inclusive
procurando a correlacdo entre a expressao positiva ou negativa das mesmas com
a forma clinica da MN e o tipo de mutacao genética (YAMAGUCHI et al., 1982; van
der VEN et al., 1995; NORTH et al., 1997; SEWRY, 1998; IMOTO et al., 1999;
SEWRY et al., 2000; GURGEL-GIANETTI et al., 2001).

A maioria dos estudos € a respeito da expressao da proteina nebulina, que é
a proteina com gene localizado no cromossoma 2q.21-2q.22 e esta relacionada a
forma autoss6mica recessiva da MN. Em 1998, Sewry, publicou os achados da
imunohistoquimica em varios tipos de miopatia congénita. Anticorpos antinebulina
(anticorpos especificos para o terminal carboxila (terminal C), ancorado na linha 2Z)
tiveram expressao positiva, ndo diferenciando as fibras musculares de pacientes
com MN com pessoas normais. Aproximadamente um ano depois, em 1999, Imoto
et al. publicaram um estudo da expressdo da nebulina, através da
imunofluorescéncia indireta, em cinco pacientes com MN. Foram utilizados
anticorpos monoclonais e policlonais. Nesse estudo, também, os pacientes com
MN e as pessoas normais mostraram expressao positiva para a nebulina na banda
I, sem diferenca entre fibras tipo | e fibras tipo Il. Nos dois casos de MN forma

congénita grave, porém, houve expressdo discretamente reduzida da nebulina,
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refletindo a degradacéo protéica nesses casos. Em 2000, Sewry et al. voltaram a
publicar trabalhos relacionados a expressédo da nebulina, em onze casos de MN,
sabidamente com mutacdes no cromossoma 2d.22, sendo que oito casos tinham
mutagdes confirmadas no gene da nebulina. Dessa vez, foram utilizados anticorpos
antinebulina para o terminal C, regido M176-181, regiao M 101-102 e regido SHs,
Nenhum dos casos mostrou expresséo completamente ausente da nebulina para o
terminal C. Alguns pacientes mostraram expressao mais exacerbada para regiao
M176-181, em fibras com miosina lenta, e outros pacientes mostraram expressao
uniforme para regido M 101-102 e regido SHs; Os dois casos de gémeos
mostraram auséncia completa da expressao para regidao SHs. Em 2001, Gurgel-
Giannetti et al. publicaram a expresséo da nebulina para terminal C, regiao M 176-
181 e regido 101-102, em 13 casos de miopatia nemalinica (dez com a forma
tipica, trés com a forma congénita grave e um com a forma juvenil). Todos o0s
pacientes tiveram expressao positiva, mas, distinto dos estudos até entdo
publicados, foram observadas diferencas na estrutura dos rods. A maioria dos rods
subsarcolemais tiveram expressado negativa para nebulina terminal C e expresséo
indiferente para regido M176-181 e M 101-102. Os rods difusos tiveram expressao
completamente negativa. Os pequenos rods tiveram expressao positiva. Duas
irmas com MN apresentaram padrfes de expressédo para terminal C diferentes,
embora ambas tivessem mutacdo confirmada no gene da nebulina. Tais achados
sugerem que as modificacdes na distribuicdo da nebulina, dentro dos rods, podem
ocorrer com a progressao da doenca.

Em relacdo a expresséao protéica dos rods, sabe-se que sdo constituidos de
alfa-actinina e rodeados de desmina (WALLGREN-PETTERSSON et al., 1995;
NORTH et al., 1997; SEWRY, 1998). A imunomarca¢cdo com anticorpos para alfa-
actinina, porém, ndo mostra aumento de expressao no local dos rods. Yamaguchi
et al. (1982) sugeriram que isso se da devido a alfa-actinina dos rods ser tdo densa
gue nao permite penetracdo dos anticorpos na estrutura. Sewry (1998) e Dubowitz
(1985) mostraram que o0s rods tém expressdo negativa para proteinas titina e
nebulina, mas outros estudos ndo mostraram diferencas entre as fibras musculares
normais e as fibras de pacientes com MN (NORTH et al., 1997).

O gene da proteina titina também esta localizado no cromossoma 2q e
alteracdes de sua expressdo podem estar associadas a MN. Estudos, porém, nao

mostraram alteragdes de expresséao de titina em MN.
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Em relagdo a miosina, o predominio de fibras tipo | na MN esta associado
com a expressado aumentada e anormal de miosina fetal, miosina lenta e miosina
rapida nas mesmas fibras musculares (NORTH et al., 1997).
A expressdo da distrofina € normal, mas a beta-espectrina tem expressao
reduzida refletindo a imaturidade ou anormalidade na formacdo do citoesqueleto
muscular (SEWRY, 1998).

2.8 GENETICA

A MN é uma doenca hereditaria e, desde 1965, as publicacbes a seu
respeito se restringem a relatos de casos de familias afetadas, sugerindo ser de
natureza autossOmica dominante ou autossOmica recessiva (WALLGREN-
PETTERSSON et al., 1990; WALLGREN-PETTERSSON, 1998).

Laing et al. (1995) publicaram a relagdo entre a mutagdo no gene alfa-
tropomiosina (TPM3) com a MN autossbmica dominante, em uma familia
australiana com dez afetados vivos. Todos tinham fraqueza muscular com inicio na
infancia, antes dos dez anos de idade. A mutacdo, localizada no cromossoma
1p13-g25, substitui a arginina por metionina no terminal nitrogenado da TPM3 e
fortalece a ligacao da tropomiosina com a actina, sendo responsavel pela formacao
de rods. Em 1999, Michelle et al. estudaram a expressdao da alfatropomiosina
mutante da MN em midcitos de ratos adultos. O primeiro defeito detectado foi a
diminuicdo da sensibilidade a contracdo muscular ativada pelo calcio, que pode
explicar a hipotonia que aparece na doenca e interessantemente ndo resulta
diretamente na formacao de rods. Tan et al. (1999) descreveram uma mutacao
recessiva no gene TPM3 em paciente com a forma congénita grave, que faleceu
aos 21 meses de idade. A mutacdo esta no exon 1 da TPM3 (troca de CAG por
TAG, no cédon 31).

Em 1995, paralelamente a publicacao de Laing et al., Wallgren-Pettersson et
al. apresentaram um estudo com sete familias européias com MN da forma
autossbmica recessiva, localizando o gene responsavel no cromossoma 2¢21.2-
2922. O gene candidato a mutacao nesta regido é o gene referente a proteina
nebulina.

Em 1998, Millevoi et al. descreveram a estrutura da nebulina. A nebulina é

uma proteina especifica do masculo estriado, que esta ligada a actina e regula o
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comprimento do filamento fino. O terminal carbono da molécula esta ligado ao
disco Z enquanto o terminal nitrogenado se projeta na banda |. Localiza-se no
Cromossomo 2q22.

Desde entdo, tém sido publicados estudos com anticorpos antinebulina
(monoclonais e policlonais) e técnica de imunofluorescéncia. Em marco de 1999,
Pelin et al. descreveram seis mutacdes do gene nebulina, associadas com a MN
forma autossdmica recessiva, em 22 familias de origem étnica diferente. Todos os
pacientes tinham a forma tipica da doenca e correlacdo com o cromossomo 2q. As
mutacdes estavam localizadas no segmento M162-M185 do gene da nebulina e
causavam uma perda na regido do terminal carbono da proteina. Essa alteracéo,
por consequéncia, leva a um distarbio na ligacdo com a banda Z e a formacéo de
rods. No mesmo ano, ha descricdo de expressao normal da nebulina em casos de
miopatia nemalinica forma congénita progressiva e discretamente reduzida na
forma neonatal severa (IMOTO et al.,, 1999). Também em 1999, Walgreen-
Pettersson et al. publicaram um estudo de MN, em 45 familias de dez paises
diferentes. Nesse estudo, quarenta e uma familias (forma tipica, forma neonatal
grave e outras formas de MN) apresentaram alteracdo do gene nebulina no
cromossomo 2g22. Nas quatro demais familias, ndo houve correlagdo com o locus
da nebulina, nem com os genes da alfa-tropomiosina e alfa-actina.

Em outubro de 1999, Nowak et al. descreveram mutacfes no gene da alfa-
actina, localizado no cromossomo 1g42, em pacientes com miopatia hemalinica.
Dentre os 15 doentes estudados, onze tinham a forma congénita severa e quatro a
forma tipica. Foram identificadas 15 mutacdes, resultando em 14 alteracfes de
aminoacidos.

Logo, de 1995 a 1999, foram identificados trés genes que se correlacionam
com a MN. Conforme a mutacédo identificada € dita MN1, MN2 ou MN3 como esta
descrito abaixo:

a) Gene da alfa-tropomiosina (TPM3) localizado no cromossomo 1g21-23 e

relacionado com a forma autossémica dominante (MN1);

b) Gene da nebulina (NEB) localizado no cromossomo 2g22 e relacionado

com a forma autossdémica recessiva (MN2);

c) Gene da alfa-actina (ACTA1) localizado no cromossomo 1g42.1 e

relacionado com ambas as formas autossomica recessiva e
dominante (MN3).
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A partir de 2000, foram descritas mais mutacées em mais dois genes
relacionados a MN: o gene da beta-tropomiosina (TPM2) e o gene da troponina T1
(TNNTL).

A TPM2 foi encontrada em dois casos de 66 pacientes com MN forma tipica
estudados de 16 diferentes paises (DONNER et al., 2002). Entre eles, dezessete
tinham a forma congénita grave, doze a forma tipica, sete a forma leve escolar,
guatro a forma congénita intermediaria, treze outras formas e 13 ndo puderam ser
classificados por dados insuficientes. As mutagdes afetavam a regido da TPM2 do
cromossomo 9p13.2-p13.1 no exon 4, posi¢cao 147, na paciente de origem alema, e
no exon 3, posicdo 117, no paciente de origem bosniano. E considerada uma
forma rara de MN, autossomica dominante e dita MN4.

Em relacédo a T1, a mutacao ocorre no exon 11 do gene da troponina 1, no
cromossomo 19913.4, em pacientes cuja caracteristica € fazer parte de uma
comunidade dita Amish, onde a taxa de consanguinidade € alta. Os doentes
apresentavam hipotonia associada a deformidades toracicas e de quadril no
primeiro ano de vida e evoluiam com insuficiéncia respiratoria e obito até dois anos
de idade (JOHNSTSON et al., 2000).

Continuaram os estudos demonstrando anormalidades de expressédo do
gene nebulina na miopatia nemalinica. Sewry et al. (2000) descreveram a
expressdo imunohistoquimica da nebulina em onze casos de dez familias, cuja
mutacdo estd no cromossomo 2g.22. Em oito pacientes, a expressao variou entre
ausente até muito forte, conforme o local da mutacéo identificada:

a) Expressdo muito forte: mutacdo na regido M176-M181,

b) Expressado uniforme: mutacdo na regido SH3;

c) Expesséao ausente: mutacdo no exon 185.

Em 2002, derrubando o conceito da MN associada a mutacdo do gene da
nebulina apresentar-se clinicamente como forma tipica, ha descricdo de cinco
familias com cinco casos de MN forma congénita grave associadas a mutacdes no
gene nebulina (WALLGREN-PETTERSSON et al., 2002). Os doentes nao tinham
movimentos respiratérios ao nascer e apresentavam contraturas ou fraturas em
membros. Em quatro casos, havia polidramnio e artrogripose e, em dois,
contraturas de tornozelo. A mutacéao foi identificada no exon 184 em trés casos, no

exon 172 e 181 em um e, no exon 157, no ultimo caso.
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Em 2002, Wattanasirichaigoon et al, pesquisaram a presenca do gene TPM3
em 40 pacientes americanos com MN. Encontraram em um Unico caso uma
mutacdo do gene TPM3, concluindo ser esta mutagdo uma causa rara de MN.

Em 2007, foi publicado relato de 2 casos de MN forma tipica em irmas cuja
investigacdo genética identificou a mutagcdo no gene CFL2 (AGRAWAL et al.,
2007). Ambas apresentaram hipotonia desde o nascimento, dificuldade de
dembulacdo com quedas frequentes e incapacidade para correr. A irma maior
evoluiu com parada de deambulacdo e necessidade de uso de cadeira de rodas. A
irma& menor recebeu o diagnéstico de MN aos 2 anos de idade através da bidpsia
muscular evidenciando corpos nemalinicos. Ambas as irmas evoluiram como MN
forma tipica, porém, com fraqueza muscular distinta, havendo em uma delas
preservacao da musculatura facial e de membros inferiores. ldentificou-se, nestes
casos, a mutacdo do gene CFL2, que codifica a proteina ligada a actina, cofilin-2
(AGRAWAL et al., 2007).

A MN tem se mostrado geneticamente uma doenca heterogénea, heranca
autossomica dominante ou recessiva e ainda algumas familias apresentam
diagnostico clinico da doenca e expressdo de genes normal (WALLGREN-
PETTERSSON e LAING, 2001).

As mutacOes patogénicas descritas, até o momento, relacionam-se a seis
genes diferentes, responsaveis pela codificacdo de proteinas de filamento fino:
TPM3, nebulina, actina, TPM2, troponina T1 e CFL2. Todas as mutacdes descritas
levam a expressdo de proteinas truncadas e ndo a deficiéncia total dessas
proteinas. Dados do Consoércio Internacional de Miopatia Nemalinica de 2000
mostram que a forma clinica mais frequente € a tipica, e estd associada a
mutacdes no gene da nebulina. As mutacdes no gene da actina associam-se a
variabilidade fenotipica e correspondem a 15% dos casos. As formas ligadas aos
genes TPM2 e TPM3 séo raras, e a forma ligada a troponina T1 esta relacionada a

miopatia nemalinica descrita nos membros da comunidade Amish.
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3 OBJETIVOS

3.1 Avaliar a expressdo das proteinas musculares — nebulina, miosina,

desmina - através da imunohistoquimica nos casos de MN.

3.2 Relacionar os achados da eletroneuromiografia com a expressao protéica
presente ou ausente das técnicas de imunohistoquimica.

3.3 Relacionar a localizagdo dos rods (subsarcolemal, intermiofibrilar ou
misto) e a percentagem de fibras contendo rods com a expressao protéica

da imunohistoquimica.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 CASUISTICA

A populagédo pesquisada consistiu-se de pacientes portadores de Miopatia
Nemalinica, diagnosticados e acompanhados no Servico de Doencas
Neuromusculares do Hospital de Clinicas da Universidade Federal do Parana.

A selecdo dos pacientes foi feita a partir do laudo das bidpsias musculares
realizadas no periodo de 1984 a 2002 no Laboratério de Histoquimica do Servico
de Doencgas Neuromusculares. Dentre 3245 biopsias, foram selecionados 13 casos
com diagnoéstico de Miopatia Nemalinica. Posteriormente, foram excluidos cinco
casos por nao apresentarem material de bidpsia em quantidade suficiente para
analise de imunohistoquimica.

Alguns pacientes foram encaminhados de outros lugares para bidpsia
muscular, mas a maioria dos pacientes foi avaliada no ambulatério de Doencas
Neuromusculares da Especialidade de Neurologia do Departamento de Clinica
Médica e, a seguir, admitidos. Na admissao, foram submetidos a avaliacdo médico-
neuroldgica e a um protocolo rotineiro do servico com énfase a queixas de dores
musculares, fraqueza, dificuldades na locomocédo, caimbras, diplopia, disfagia e
disfonia. Entdo, seguiu-se um exame neuroldgico com descricdo de atrofias e
hipertrofias musculares, lordose, cifose, escoliose, contraturas, deformidades
articulares, miotonia, ptose palpebral e, principalmente, o teste de forca muscular.
A forca muscular era avaliada nos diversos grupos musculares proximais e distais,
nos membros superiores e inferiores, sendo avaliados, quando possivel, o0s
musculos isoladamente pela escala do Medical Research Council (1976).

Apés revisdo dos prontuarios médicos desses pacientes, com coleta de
dados de histéria clinica e exame fisico e neurolégico, foram preenchidas as fichas
de protocolo para cada paciente (ANEXO 1).

A idade do diagnéstico variou entre dois meses e seis anos, com idade
média de 22,87 + 23,35 meses, sendo que dois eram do género masculino e seis

eram do feminino.
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A seguir, descrevemos sucintamente os casos estudados, relatando

somente os dados positivos e negativos de importancia.

Caso 1. T.V.D., trés meses, sexo feminino.

Historia de gestacdo normal. N&o havia histéria de polidramnio nem de
movimentos fetais fracos ou infrequentes.

Parto normal a termo e sem complicagoes.

Hipotonia moderada.

N&o apresentava insuficiéncia respiratoria, dificuldade para mamar, dismorfismo

facial ou deformidades 6sseas.

Caso 2. E. M. O, trés anos e um més, sexo masculino.

Historia de gestagcdo normal. N&o havia historia de polidramnio nem de
movimentos fetais fracos ou infrequentes.

Parto normal a termo e sem complicagdes.

Hipotonia moderada. Deambula com apoio.

N&o apresentava insuficiéncia respiratoria, dificuldade para mamar, dismorfismo

facial ou deformidades 6sseas.

Caso 3. S. T., dois anos e seis meses, sexo feminino.

Histéria de gestacdo normal. Nao havia histéria de polidramnio nem de
movimentos fetais fracos ou infrequentes.

Parto normal a termo e sem complicacodes.

Hipotonia moderada. Deambulava com dificuldade e nédo levantava sozinha do
chéo.

N&o apresentava insuficiéncia respiratoria, dificuldade de mamar, dismorfismo

facial ou deformidades 6sseas.

Caso 4. F.B, um ano e cinco meses, sexo feminino.

Histéria de gestacdo anormal com descricdo de oligodramnio. Havia histéria de
movimentos fetais fracos.

Parto cesareo com 7 meses. Hipotonia grave e dificuldade de mamar. Pectus
carinatum, escoliose e luxacdo coxofemoral. Ndo sentava sem apoio e nao

deambulava. Nao apresentava insuficiéncia respiratéria.



28

Caso 5. E.J.S., seis anos, sexo masculino.

Historia de gestacdo normal. N&o havia histéria de movimentos fetais fracos ou
infrequentes.

Parto normal a termo e sem complicagdes.

Hipotonia moderada.

Nao apresentava insuficiéncia respiratoria, dismorfismo facial ou deformidades

osseas.

Caso 6. D.K.S., dois meses, sexo feminino.

Gestacdo anormal com histéria de movimentos fetais infrequentes. Nao havia
histéria de polidramnio

Parto cesareo com 37 semanas. Hipotonia grave com distress respiratorio,
dismorfismo facial e artrogripose de punho esquerdo.

Estava internada na UTI em ventilagdo mecanica invasiva.

Caso 7. G.T. S, nove meses, sexo feminino.

Histéria de gestacdo normal. Nao havia histéria de polidramnio nem de
movimentos fetais fracos ou infrequentes.

Parto normal a termo e sem complicacdes.

Hipotonia moderada e dificuldade de mamar.

N&o apresentava distress respiratorio, dismorfismo facial ou deformidades 6sseas.

N&o sentava sozinha ou com apoio.

Caso 8. E. J. M., um ano um més, sexo feminino.

Gestacdo normal. Nao havia histéria de polidramnio nem de movimentos fetais
fracos ou infrequientes.

Parto normal a termo. Hipotonia moderada.

N&o apresentava distress respiratorio, dismorfismo facial.

Havia lordose. Levantava e deambulava com apoio (figura 3) .
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Figura 3: Aspecto clinico do caso 8, apds anos de evolugdo, ja na adolescéncia, mostrando
lordose (A), deformidades de méos (B) e pé cavo (C).

4.2 CLASSIFICACAO CLINICA

Com a coleta dos dados referentes as manifestacdes clinicas, 0os casos
foram classificados obedecendo aos critérios estabelecidos pelo Consorcio
Internacional de Miopatia Nemalinica (WALLGREN-PETTERSSON e LAING,
2000).

4.3 ENZIMAS MUSCULARES

A avaliacdo laboratorial dos pacientes foi realizada por ocasido de
diagnostico, através da dosagem de enzimas musculares e realizacdo da
eletroneuromiografia.

Foram dosadas as enzimas creatinaquinase (CK), desidrogenase lactica
(LDH), aldolase, aspartato aminotransferase (AST) e alanina aminotransferase
(ALT).

Os resultados foram relacionados através da razdo entre a taxa encontrada
e o valor superior da faixa considerada normal para o método, devido aos

diferentes procedimentos laboratoriais utilizados. Assim, os resultados obtidos em
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cada paciente expressam 0 numero de vezes que a enzima estid acima do seu
valor normal. As enzimas séricas foram, entdo, agrupadas nas seguintes
categorias, conforme o valor encontrado: normal (dentro dos limites normais);
aumento leve (até duas vezes o valor normal); moderado (até dez vezes o valor

normal) e aumento importante (acima de dez vezes o valor normal).

4.4 ELETRONEUROMIOGRAFIA

A ENMG foi realizada seguindo a rotina do Laboratério de Doencas
Neuromusculares do Hospital de Clinicas da UFPR.

As conducdes nervosas foram realizadas em pelo menos um nervo motor e
um nervo sensitivo de membro superior e membro inferior de um dimidio.

A EMG foi realizada em pelo menos dois musculos de membro superior e
membro inferior de um dimidio. Foram avaliadas a atividade de repouso e a
atividade voluntaria.

A associacdo dos potenciais encontrados em cada EMG permitiu fazer um
diagnostico eletromiografico. Para tal, foram consideradas como padrao miopatico
as que apresentavam potenciais voluntarios de duracdo e voltagens meédias
reduzidas para a idade, excesso de polifasicos curtos e recrutamento aumentado.
Foram consideradas como padrdo de desinervacdo, as que apresentavam
duracéo e voltagem média aumentada para a idade, recrutamento reduzido com ou
sem a presenca de atividade espontanea (fibrilacbes, ondas positivas e
fasciculacdes), excesso de polifasicos longos, recrutamento reduzido e potenciais
gigantes. Foram consideradas como padrdo misto ou neuromiopéatico, quando

coexistiam dados do padrdo miopatico e neuropatico.

4.5 BIOPSIA MUSCULAR

Todos os pacientes foram submetidos a bidépsia muscular, processada por
técnicas de congelacéo, histoquimica e imunohistoquimica.

A bidépsia muscular foi realizada em muasculo geralmente com grau 4 MRC
no exame clinico. Nos casos em gque a doenca estava em um estagio mais
avancado foi escolhido o musculo de melhor acesso e menos afetado. Foram

escolhidos os masculos contralaterais a EMG e que nao tivessem sido submetidos
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previamente a mesma. Caso a EMG tivesse sido realizada, a biopsia seria feita
somente trés semanas apos, a fim de evitar a resposta muscular produzida pela

agulha (miopatia da agulha).

4.5.1 Técnica da bi6psia muscular

A biopsia muscular foi realizada conforme a técnica em uso no Servigo de

Doencgas Neuromusculares (ANEXO III).

4.5.2 Técnica de corte e de preparacéo

O fragmento de musculo foi montado no laboratério de histoquimica, com o
cuidado de desprezar a porcdo do musculo pingcada durante a retirada do
fragmento em suporte especial com adraganth 7% recoberto com talco em po e a
seguir congelado e armazenado em nitrogénio liquido a —170°C. Posteriormente,
os fragmentos de musculos eram cortados em criostato a —20°C, com espessura
de 8 micra para histoquimica e 4 micra para imunohistoquimica, sendo

armazenados em laminulas de 22 x 22 mm.

4.6 HISTOQUIMICA

Todas as coloracfes e reacdes histoquimicas sao realizadas rotineiramente
no laboratorio de Histoquimica do Servico de Doencas Neuromusculares. Os
fragmentos musculares foram estudados por coloragcdes a fresco, utilizando-se os
meétodos de hematoxilina-eosina, PAS, tricromo de Gomori modificado , oil red O,
cresil violeta e sirius red. Ao mesmo tempo foram realizadas técnicas de
histoquimica para NADH-tetrazolium redutase, ATPases com pH 9.4, 4.3, 4.6,
miofosforilase, esterase inespecifica, fosfatase alcalina e acida, desidrogenase
succinica, citocromo-c-oxidase e adenilato deaminase.

A énfase dos dados da bidpsia foi a relacdo de fibras tipo | e do tipo II,
presenca de fibras em sacabocados, percentagem de fibras com rods e sua
distribuicdo (subsarcolemal, intermiofibrilar ou mista) e atividade de fosfatase

acida.
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Proporcgéo de tipo de fibras
Definida através da contagem de 200 a 800 fibras de cada paciente nas
reacoes ATPase com pH 4,3 e/ou 9,4 e estimativa posterior da relacdo de
fibras tipo I/tipo Il. Considerou-se predominio de fibras tipo | quando estas
representavam mais de 55% do total de fibras, e deficiéncia de tipo de fibra

guando um subtipo correspondia a menos de 10% do total de fibras.

Percentagem de fibras contendo rods

Definida através da contagem de 200 a 800 fibras de cada paciente na
coloragao tricromo de Gomori modificado. Posteriormente, estabeleceu-se a
percentagem de fibras contendo rods e fibras sem rods.

Distribuicdo dos rods

Definida através da contagem das fibras de cada paciente na coloragao
tricromo de Gomori modificado e, posteriormente, estabeleceu-se a
percentagem das fibras contendo rods subsarcolemais, intermiofibrilares e

mistos.

Presenca de fibras em sacabocado

Definida como a presenca de areas sem reacdo na coloracdo NADH,
deixando a fibra muscular com aspecto ndo uniforme e em sacabocado.
Posteriormente, estabeleceu-se como presenca ou auséncia de fibras em

sacabocados na miopatia nemalinica.

Atividade de fosfatase acida

Definida como normal, aumentada ou diminuida na reacéo especifica.

4.7 IMUNOHISTOQUIMICA

Para realizar a imunohistoquimica, foram incluidos somente os pacientes

cujos dados acima descritos foram obtidos de maneira fidedigna e cuja biopsia

muscular ainda se encontrava viavel no estoque de nitrogénio liquido do laboratdrio

de Histoquimica do HC-UFPR, totalizando oito doentes cujas bidpsias foram
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submetidas, entdo, a nova avaliagcdo para estudo da expressao protéica — nebulina,

desmina e miosina.

4.7.1 Anticorpos utilizados

Nebulina:
Anticorpo monoclonal antinebulina N2 produzido em camundongo — Sigma,
Diluicdo: 1:50

Miosina Rapida:
Anticorpo monoclonal antimiosina fast produzido em camundongo — Sigma,
Diluicdo 1:10

Desmina:
Anticorpo antidesmina produzido em coelho — Sigma,
Diluicdo 1:20

4.7.2 Procedimento

Para imunohistoquimica, foi usada a técnica padrédo do Laboratorio de
Histoquimica e Imunohistoquimica do laboratério de Doencas Neuromusculares
com unico anticorpo primario especifico e anticorpos secundarios (anti-IgG)
conjugados a fluoresceina.

Os cortes histologicos de bidpsias musculares armazenadas em nitrogénio
liquido foram colhidos em laminula de polysine em espessura de 4 um. A laminula
€ descongelada em temperatura ambiente por cerca de 15 minutos. Apds, o corte
foi coberto com 5 ml de solugdo tampédo fosfato-cloreto (formula descrita no
ANEXO Il) associada a 0,25 ml de soro de cabra, permanecendo em repouso por
dez minutos. Em seguida, as laminulas eram lavadas com tampéao fosfato-cloreto
por 3 vezes. Apoés a retirada do tampao, aplicava-se o anticorpo primario diluido
em albumina bovina a 1% — antinebulina, antimiosina ou antidesmina - na titulacao
descrita acima, deixando-o por um periodo de incubacdo de 24 horas em
geladeira. As laminas eram entdo lavadas com solucdo tampéo por trés vezes,

sendo o tempo de cada lavagem de cinco minutos. Aplicou-se o anticorpo
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secundério conjugado a fluoresceina, e deixava-se um periodo de incubacédo de
uma hora em camara Uumida e no escuro. Novamente, lavava-se com solugdo
tampdao, cinco minutos cada lavagem, e montava-se em Vectashield vedando com
esmalte incolor ao redor da laminula. A andlise das laminas foi realizada em
microscépio com epifluorescéncia, o que permitiu inclusive fotografar as laminas

correspondentes aos diferentes anticorpos primarios.

4.7.3 Classificacao

A classificacdo da imunoidentificacdo da imunofluorescéncia, abaixo
relacionada, foi baseada nas de Sewry et al. (1998; 2000), Imoto et al. (1999) e
Gurgel-Giannetti et al. (2001), e que foram modificadas.

Verificou-se a intensidade da imunocoloracao e o tipo de imunoidentificacdo
da nebulina, da miosina e da desmina nas fibras musculares.

Em relacdo a nebulina, as bidpsias foram classificadas em:
0 — auséncia de imunofluorescéncia (figura 10); nUmeros estédo errados
1 — imunoidentificacdo da nebulina com falhas difusas [heterogénea (figura 10)];
2 — imunoidentificacdo da nebulina homogénea [normal (figura 10)].
Em relacdo a miosina, as biopsias foram classificadas em:
0 — auséncia de imunofluorescéncia (figura 11);
1 — imunoidentificacdo da miosina com padrédo de mosaico (figura 11).
Em relacdo a desmina, as bidpsias foram classificadas em:
0 — auséncia de imunofluorescéncia (figura 12);
1 — imunoidentificacdo da desmina homogénea [normal (figura 12)];

2 — imunoidentificacdo da desmina fortemente positiva (figura 12).
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5. RESULTADOS

5.1 CLASSIFICACAO CLINICA

Os oito pacientes incluidos no estudo tiveram diagndstico de MN em idade
gue variou entre dois meses e seis anos (média de 22,87 meses), sendo dois
do género masculino e seis do feminino.

Todos os pacientes foram classificados clinicamente conforme o Consorcio

Internacional em Miopatia Nemalinica de 1999 (tabela 5):

a) Forma congénita grave: um paciente (caso 6).

b) Forma congénita intermediaria: dois pacientes (casos 4 e 7).

C) Forma tipica: cinco pacientes (casos 1, 2, 3, 5 e 8).

Movimentos fetais fracos ou infrequentes e parto prematuro foram descritos
em dois pacientes (casos 4 e 6). Em um paciente, ha descricdo de oligodramnio
(caso 4). Os demais pacientes (casos 1, 2, 3, 5, 7 e 8) apresentaram gestacdo sem
complicacBes e parto normal a termo. Todos 0s pacientes apresentavam hipotonia
moderada a grave no exame fisico, desde o nascimento. Em trés pacientes houve
descricdo de dificuldade de succao (casos 4, 6 e 7) e, em um paciente, houve
insuficiéncia respiratoria com necessidade de ventilacdo mecanica invasiva (caso
6). Em trés casos houve descricdo de dismorfismos como pectus carinatum (caso
4), escoliose (caso 4), luxacdo coxofemoral (caso 4), dismorfismo facial (caso 6),

artrogripose de punho esquerdo (caso 6) e lordose (caso 8).

5.2 ENZIMAS MUSCULARES

Todos os pacientes haviam sido submetidos a dosagem sérica de enzimas
musculares, com excecdo de um paciente (caso 5).

A maioria dos resultados das enzimas séricas — CK, LDH, aldolase, AST —
estava dentro dos valores da normalidade. Somente um paciente (caso 4)
apresentava elevacdo dos valores da creatinaquinase e desidrogenase lactica
(tabelas 1 e 5).
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TABELA 1 - RESULTADO DAS ENZIMAS NEUROMUSCULARES.

Caso CK LDH Aldolase AST ALT
1 N - - - -

2 N N

3 N N - N N
4 1,1 1,4 N N N
5 - - - - -

6 N - - - -

7 N N - N N
8 N

CK = creatinaquinase, LDH = desidrogenase lactica, AST = aspartato aminotransferase, ALT =
alanina aminotransferase, N = normal, - = ndo realizado. Valores correspondem ao numero de

vezes aumentado em relacdo aos valores normais.

5.3 ELETRONEUROMIOGRAFIA

Dentre os pacientes, somente um nao foi submetido a eletroneuromiografia
(caso 5). As velocidades de conducdo nervosa, em todos os casos, foram
normais.

Foram encontrados dois pacientes com eletromiografia normal, dois com

padrao miopatico e trés com padrdo de desinervacao (tabelas 2 e 5).

TABELA 2 - ELETRONEUROMIOGRAFIA.

VCN EMG

Q)
QD
n
o
n

N
Padréo miopatico
Padréao de desinervacéao
Padréo de desinervacao
Padrdo miopatico
Padréo de desinervacao
N

coO~NO U WNBE
2222

Z2Z22Z

VCN = velocidade de conducédo nervosa, EMG = eletromiografia,
N = normal, - = n&o realizada.
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5.4 HISTOQUIMICA

Em todos os casos, a coloracdo hematoxilina-eosina nédo possibilitou a
deteccédo dos rods (figura 4) enquanto na coloragao tricromo de Gomori modificado
foi possivel identificd-los distribuidos de forma mista — subsarcolemal e
intermiofibrilares (figura 6). Em dois casos houve rods em mais que 50% das fibras
(casos 1 e 4) enquanto nos demais casos houve presenca de rods em menos de
50% das fibras musculares [casos 2, 3, 5, 6, 7 e 8 (figura 5). Na técnica de ATPase
pH 4,3 identificou-se o predominio de fibras tipo | em cinco casos (casos 1, 2, 3, 5
e 7) enquanto nos demais trés casos houve percentagem semelhante entre as
fibras [casos 4, 6 e 8 (figura 7)]. Nos casos 3, 4, 6, 7 e 8 observou-se atrofia de
fibras tipo | (figura 7). Na técnica da NADH, houve presencga de sacabocados nos
casos 2, 3, 5 e 7 enquanto nos casos 1, 4, 6 e 8 as fibras musculares
apresentavam-se normais (figura 8). A atividade de fosfatase acida esteve
aumentada nos casos 1, 2, 3, 7 e 8 enquanto nos demais casos era normal (figura
9).

Nas tabelas 3 e 5, estdo relacionadas as alteracGes histologicas encontradas

nos oito pacientes desse estudo.

TABELA 3 - BIOPSIA MUSCULAR.

% fibras Fibras em Atividade da % de fibras Distribuicao

Caso tipo Iitipo Il sacabocado Fosfatase com corpos dos corpos

Acida nemalinicos nemalinicos
1 70/30 - Fraca 60 Mista
2 70/30 + Aumentada 20 Mista
3 86/14 +++ Aumentada 25 Mista
4 50/50 - Normal 54 Mista
5 75/25 + Normal 34 Mista
6 50/50 - Normal 32 Mista
7 59/41 ++ Aumentada 15 Mista
8 48/52 - Aumentada 46 Mista

- = ausente, + = pouca quantidade, ++ = moderada quantidade, +++ = quantidade abundante.
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Figura 4: A presenca de fibras musculares com variagdo no tamanho na coloracgéo pela HE.
Barra = 50 um.

Figura 5: A presenca de corpos nemalinicos em mais de 50% das fibras musculares (A) quando
compara a biépsia muscular com corpos nemalinicos em menos de 50% (B) das fibras musculares
na coloracdo pelo TGM. Barra = 50 um.

Figura 6: Biopsia muscular mostrando areas com distribuicdo dos corpos nemalinicos
predominantemente subsarcolemal (A), intermiofibrilar (B), e mista (C e D) nas fibras musculares na
coloracao pelo TGM. Barra = 50 um.
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Figura 7: A presenca de areas com predominio e atrofia de fibras musculares do tipo 1 na reagédo
histoquimica para ATPase pH4.3. Barra = 50 um.

Figura 8: A presenca de fibras musculares em sacabocados (A) quando comparadas a fibras
normais (B) na reacéo histoquimica para NADH. Barra = 50 um.

Figura 9 — A presenga de fibras musculares com aumento de atividade na fosfatase acida.
Barra = 50 um.
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5.5 IMUNOHISTOQUIMICA

Foi avaliada a expressao das proteinas musculares, nebulina, miosina e
desmina, em controle normal e em todos nos casos de miopatia nemalinica
(tabelas 4 e 5).

Em controle normal houve expressao positiva e homogénea da nebulina na
fibora muscular (figura 10). Em quatro pacientes, houve areas de falhas de
expressado na fibra muscular, caracterizando padréo heterogéneo [casos 1, 4, 5
e 6 (figura 10)]. Em quatro pacientes, ndo se observou expressdo protéica no
interior das fibras musculares [casos 2, 3, 7 e 8 (figura 10)].

A proteina miosina rapida apresentou expressao positiva, tipo mosaico,
tanto no controle normal quanto nos pacientes com MN, com excec¢ao de dois
pacientes com expresséo negativa [casos 1 e 2 (figura 11)].

A desmina apresentou expressao positiva homogénea nas fibras musculares
em controle normal. Dos pacientes com MN, trés pacientes tiveram expressao
fortemente positiva (casos 3, 4 e 7), um paciente teve expressao heterogénea
[areas fortemente positivas, com areas de marcacdo normal (caso 1)], e trés

pacientes tiveram expressdo normal [casos 5, 6 e 8 (figura 12)].

TABELA 4 — IMUNOHISTOQUIMICA.

Casos Nebulina Miosina Desmina

1 Heterog Ausente Positiva/Normal
2 Ausente Ausente Ausente

3 Ausente Mosaico Positiva

4 Heterog Mosaico Positiva

5 Heterog Mosiaco N

6 Heterog Mosaico N

7 Ausente Mosaico Positiva

8 Ausente Mosaico N

Heterog = heterogeneo, N = normal.
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.

Figura 10: A presenca de fibras musculares com expressédo normal (A), heterogenea (B) e
ausente (C) da proteina nebulina a imunohistoquimica. Barra = 50 um.

-

Figura 11: A presenca de fibras musculares com expressdo em mosaico (normal) da proteina
miosina (A) quando comparadas a fibras musculares com expressdao ausente (B) a
imunohistoquimica. Barra = 50 um.

!

Figura 12: A presenca de fibras musculares com expresséo fortemente positiva (A), normal (B) e
ausente (C) da proteina desmina & imunohistoquimica. Barra = 50 um.
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TABELA 5 — ACHADOS CLINICOS, LABORATORIAIS, HISTOQUIMICOS E

IMUNOHISTOQUIMICOS NA MIOPATIA NEMALINICA.

Achados

Congénita
Grave
(nimero de
casos)

Congénita
Intermediéaria
(nimero de
casos)

Tipica

(nimero de
casos)

NUmero de pacientes

Parto prematuro

Movimentos fetais fracos

Oligodramnio

Gestacao normal

Hipotonia

Dificuldade de mamar

Insuficiéncia respiratoria

Dismorfismos

Aumento de CK

ENMG — padrao miopatico

ENMG - padrdo neuropatico

ENMG normal

Predominio fibras tipo |

Percentagem de fibras com rods > 50%
Percentagem de fibras com rods < 50%
Distribuicdo mista de rods

Fibras em sacabocado

Aumento de atividade de fosfatase
acida

Expressao nebulina heterogénea
Expressao nebulina ausente

Expressao miosina positiva (mosaico)
Expressao desmina fortemente positiva

Expressao desmina normal

1

o O b b O OO O P O FP P P B O O K~ P

P O kB O R

2

P P N P P P O N O R P ONIDNR R P B

SO N N P P

5

w w oo~ P MNP P O PO O Ul o1 O O o

N N W W DN

CK = creatinaquinase, ENMG = eletroneuromiografia.
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6 DISCUSSAO

6.1 CLASSIFICACAO CLINICA

A amostra do presente estudo apresenta um namero reduzido de casos que
€ compativel com o fato da miopatia nemalinica ser uma forma rara de miopatia
congénita, cuja incidéncia é de um em cada 500 mil nascidos vivos (WALLGREN-
PETTERSSON et al., 1990).

Casuisticas nao descrevem predominancia de sexo na MN (BAROHN et al.,
1994; NONAKA et al., 1989, RIFAI et al., 1993; SASAKI et al., 1997,
SHIMOMURA et al.,, 1989; WALLGREN-PETTERSSON, 1989; WALLGREN-
PETTERSSON et al., 1990). Nessa amostra houve predominio do género feminino.
O pequeno numero de casos desse estudo sugere cautela na valorizacdo desse
achado.

De acordo com o Consorcio Internacional em Miopatia Nemalinica
(WALLGREN-PETTERSSON e LAING, 2000), a forma mais frequente de MN ¢é a
forma tipica. As formas congénita grave, congénita intermediaria, juvenil e adulta
sdo menos frequentes. A forma adulta, conhecida como Miopatia Nemalinica
Esporadica de Inicio Tardio é associada com HIV e gamopatia monoclonal
(SANTICS et al, 2008; CHAHIN et al., 2005). A presente casuistica € semelhante
a da literatura apresentando um maior numero de casos com a forma tipica
seguida das formas congénita intermediaria e congénita grave. Nesse estudo néo
se observou nenhum caso da forma juvenil ou em paciente adulto e
consequentemente nenhuma associacdo com HIV e gamopatia monoclonal. Nao
houve, também, associacdo com cardiomiopatia (SKYLOURIOTIS et al., 1999) e
com oftalmoplegia (WRIGHT et al., 1997)

Clinicamente, os pacientes com MN apresentam fragueza muscular e
hipotonia generalizada, dificuldade para deambular, disfagia, movimentos anormais
durante a gestacao, insuficiéncia respiratoria e dismorfismos, como deformidades
dos pés, hipomimia, palato arqueado, lingua pequena, hipermobilidade de

articulacoes, escoliose, torax em pombo, sindrome da espinha rigida, contraturas
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de membros superiores e/ou inferiores e artrogripose (MARTIN e RENIERS, 1968;
SRETER et al.,, 1976; WALLGREN-PETTERSSON, 1989; RIFAI et al., 1993;
BAROHN et al., 1994; TOPALOGLU et al., 1994; van der VEN et al., 1995; NORTH
et al.,, 1997; SASAKI et al., 1997, WALLGREN-PETTERSSON et al. 1998;
WALLGREN-PETTERSSON e LAING, 2000; WALLGREN-PETTERSSON e
LAING, 2001). As manifestacBes clinicas observadas nessa populacdo foram
semelhantes as da literatura. Os casos de MN forma tipica apresentaram gestacao
normal, sem histéria de movimentos fetais anormais; hipotonia moderada e
diagnéstico confirmado entre 3 meses e 6 anos de idade. Metade dos casos de
forma congénita intermediaria apresentaram histdria positiva de movimentos fetais
fracos. Hipotonia grave e dificuldade de sugar foi frequente e sem evolugéo para
desconforto respiratério. O reduzido nimero de casos ndo permite a valorizacao
desse achado nesta forma de MN. O uUnico caso de forma congénita grave
apresentava as manifestacdes referidas como tipicas pela literatura, isto é,
gestacdo anormal com historia de movimentos fetais fracos, hipotonia grave,
dificuldade de sugar e, insuficiéncia respiratéria com necessidade de ventilacdo
mecanica. Anormalidades 0sseas séo descritas em todas as formas de MN e
foram detectadas em varios pacientes da presente casuistica, independente da
classificacdo de sua forma clinica (GOMMANS et al., 2002; RADU et al., 1972;
RIFAI et al., 1993; RYAN et al.,, 2001; TOPALOGLU et al., 1994; WALLGREN-
PETTERSSON, 1989).

6.2 ENZIMAS MUSCULARES

Em relacdo as enzimas musculares, a mais utilizada no diagnéstico da MN é
a CK que é normal ou pouco elevada, podendo chegar até cinco vezes o valor
normal (WALLGREN-PETTERSSON, 1989; FARDEAU e TOME, 1994;
WALLGREN-PETTERSSON, 1996; NORTH et al., 1997). Corroborando a
literatura, a maioria dos nossos pacientes apresentaram dosagem sérica de
enzimas musculares dentro da normalidade, refletindo a pouca sensibilidade deste

exame laboratorial na investigacao diagnoéstica da MN.
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6.3 ELETRONEUROMIOGRAFIA

O exame de eletroneuromiografia mostra um variado espectro de achados
nos pacientes acompanhados durante a evolucdo da MN (WALLGREN-
PETTERSSON, 1989; DUMITRU, 1995).

Os achados desse estudo reforcam os achados de literatura. Pacientes com
ENMG normal apresentaram idade inferior a dois anos, compativel com as
descricdes até entdo (WALLGREN-PETTERSSON, 1989; DUMITRU, 1995). Os
pacientes com padrdo miopatico e padrdo de desinervacdo, no entanto,
apresentaram idade variavel entre dois meses e trés anos e meio, sugerindo

aparecimento precoce de anormalidades eletroneuromiograficas.

6.4 HISTOQUIMICA

Os corpos nemalinicos ou rods sdo o marco da MN, e a melhor técnica para
sua deteccdo € a coloracdo de tricromo de Gomori modificado, em seccdes de
bidpsias (CONEN et al., 1963; SHY et al., 1963; WERNECK, 1983; SHIMOMURA e
NONAKA, 1989; FARDEAU e TOME, 1994; NORTH et al., 1997). Ha descri¢io de
bastbes intranucleares (coloracao de azul de toluidina) nas formas congénita grave
e adulta (RIFAI et al., 1993; BAROHN et al., 1994; GOEBEL e WARLO, 1997). Em
todos os casos do atual estudo, a deteccdo dos rods foi feita na coloracéo tricromo
de Gomori modificado, distribuidos de forma mista — subsarcolemal e
intermiofibrilares. Nao se detectou a presenca de rods intranucleares no unico caso
de MN forma congénita grave e como esta amostra ndo teve nenhum caso de
forma adulta, este achado néo foi observado.

A predominancia das fibras tipo | € comum na MN e, alguns pacientes,
mostram exclusivamente fibras do tipo | ou pobre diferenciacdo entre as fibras
(MARTIN e RENIERS, 1968; RADU e IONESCU, 1972; SRETER et al., 1976;
WALLGREN-PETTERSSON et al., 1988; NONAKA et al., 1989,;, NONAKA et al.,
1989,; WALLGREN-PETTERSSON, 1996; NORTH et al, 1997; IMOTO e
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NONAKA, 2001). Semelhante a literatura, houve o predominio de fibras tipo | na
maioria dos casos desse estudo.

A descricdo de aumento da fosfatase acida é menos frequente e esta
relacionada aos casos de progressdo rapida, O que sugere processo
autodegenerativo, induzindo a ativacdo de enzimas lisossomiais e consequente
destruicdo celular (NONAKA et al., 1989, NONAKA et al., 1989,; SHINOMURA e
NONAKA, 1989; FARDEAU e TOME, 1994). Na amostra, a atividade da
fosfatase &cida estava aumentada em quatro casos, enquanto nos demais foi
normal. Diferente dos relatos de literatura, estes pacientes apresentaram
progressado clinica lenta, sendo trés da forma tipica e um da forma congénita
intermediaria. Nao houve relacéo entre a forma clinica e a atividade da fosfatase
acida, possivelmente pelo tamanho da amostra.

6.5 IMUNOHISTOQUIMICA

Varias publicacbes sobre a expressdo da proteina nebulina na
imunohistoquimica surgiram na ultima década. Ha descricdes de expressédo normal
e anormal em pacientes com MN, principalmente na forma tipica (LAING et al.,
1995; IMOTO et al., 1999; PELIN et al.,, 1999; SEWRY et al., 2000; GURGEL-
GIANETTI et al.,, 2001; PELIN et al., 2002; WALLGREN-PETTERSSON et al.,
2002). Na presente amostra, nenhum caso apresentou padrdo normal de
expressao protéica. Todos os casos, independente da forma, seja congénita grave,
congénita intermediaria ou tipica, apresentaram expressdao anormal da nebulina,
como descrito em literatura. A auséncia de casos com expressao normal nessa
amostra difere do encontrado na literatura que relata expressédo normal da nebulina
na MN forma tipica, com cinco representantes no estudo em discussao.

Em relacéo a proteina desmina, a presenca de areas de acumulo na fibra
muscular tem conotagcdo patoldgica, e pode representar uma imaturidade ou um
processo de regeneracdo da fibra muscular. van der Ven et al. (1995) descrevem
expressao fortemente positiva da desmina em casos de MN forma congénita grave,
enquanto nos casos moderados, encontraram expressao pouco significativa. Entre
0s pacientes deste estudo, o Unico caso de MN forma congénita severa apresentou
expressdo normal da desmina a imunohistoquimica. Entre 0os casos de expressao

fortemente positiva, dois pacientes tinham a forma congénita intermediaria e um
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tinha a forma tipica. O Unico caso de expressao ausente tinha a forma tipica.
Diferente do relatado por van der Ven et al. (1995), as formas congénita
intermediéria e tipica podem apresentar expressao fortemente positiva da desmina
na fibra muscular, podendo representar a imaturidade das fibras musculares ou
regeneracdo muscular. Todos os casos em que a expressao da desmina foi
fortemente positiva apresentaram padrédo de desinervacdo a ENMG, reforgcando a
idéia de que pode haver remodelacdo da unidade motora (DUMITRU, 1995). Os
demais casos tiveram ENMG normal ou padrdo miopatico. Todos 0s casos
apresentaram distribuicdo de rods mista a biopsia muscular e expressdo normal ou
anormal da desmina a imunohistoquimica, ndo sendo possivel estabelecer relacéo
entre estes achados.

North et al. (1997) descreveram a expressao anormalmente aumentada da
miosina fetal, miosina lenta e miosina rapida em pacientes com MN com
predominio de fibras tipo | & biopsia muscular. Na presente amostra, somente a
expressdo da proteina miosina rapida foi estudada e apresentou padréo tipo
mosaico em todos os casos, com excegdo de dois pacientes em que foi negativa,
diferente do descrito por North et al. (1997). Também né&o foi possivel estabelecer
relacdo entre o padrdo de expressdo da miosina e os achados da EMG e a
distribuicdo dos rods na fibra muscular que em todos os casos foi mista.

A MN esta associada a mutacdo em seis genes distintos, responsaveis pela
codificacdo das proteinas de filamento fino: NEB, ACTA 1, TPM3, TPM2, TNNT1 e
CFL2 (LAING et al., 1995; DONNER et al., 2002; CLARKE et al., 2008; ILKOVSKI
et al., 2008; PELIN et al., 1999; WALLGREN-PETTERSSON et al., 2006; NOWAK
et al., 1999; KOY et al., 2007; AGRAWAL et al., 2007). Todos 0S NnosSsos casos
desse estudo tem expressdo da nebulina anormal, sugerindo que mutacées no
gene NEB podem estar presentes. Mutacbes em CFL2, ACTALl e TNNT1 sao
menos provaveis de serem encontradas uma vez que houve somente 1 caso de
miopatia nemalinica forma congénita grave e nao houveram casos com deteccao
de rods intranucleares nem pacientes da comunidade Amish.

Desta forma, esse estudo enfoca a analise da expressdo proteica em
pacientes com MN e mostra que apesar das diversas formas clinicas da MN, a
nebulina pode ter expressdo heterogénea ou ausente; a expressao da miosina

pode ser positiva com padréo de mosaico na maioria dos casos. Adicionalmente, a
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expressdo da desmina, que esta correlacionada com o grau de maturidade da fibra

muscular, pode mostrar-se normal ou anormal em pacientes com MN.
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7 CONCLUSOES

7.1 S&o conclusdes originais:

7.1.1 O padréo de expressao da proteina miosina rapida € normal (padrao
mosaico) na grande maioria dos pacientes estudados.

7.1.2 Os casos com predominio de fibras tipo | apresentaram expressao de
miosina rapida normal (padrdo mosaico).

7.1.3 A proteina desmina, relacionada ao grau de maturacdo muscular,
apresentou expressdo normal ou fortemente positiva na maioria dos
casos.

7.1.4 A expressao da proteina desmina apresentou-se fortemente positiva nos
casos de pacientes com eletroneuromiografia de padrdo neuropatico
enquanto os doentes com padrdo normal e miopatico tém expressao
normal.

7.1.5 Na&ao harelacao entre a percentagem de rods presentes na fibra muscular
e 0 padrdo de expressao das proteinas musculares nebulina, miosina e
desmina pois tanto os casos com percentagem maior que 50% e menor
gue 50% tém expressdo positiva ou negativa da nebulina e expressao
normal ou fortemente positiva da desmina.

7.2 Sao conclusdes confirmatorias:
7.2.1 A proteina nebulina apresenta-se com expressao heterogénea ou
ausente nos casos de miopatia nemalinica.
7.2.2 A expressdo da nebulina pode ser ausente ou heterogénea
independente do padrdo normal, miopatico ou neuropatico da
eletroneuromiografia.

7.2.3 A distribuicdo dos rods na fibra muscular € mista em todos os casos
estudados.
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ANEXO |
FICHA DE COLETA DE DADOS

Nome:
Sexo:
ldade:
Gestacao: normal [ anormal [
Polidramnio: sim[J  néo [
Movimentos fetais: normais [ fracos [1  infrequentes [
Idade gestacional ao nascimento:
Parto: complicado [ complicagdes:
nao complicado [
APGAR (1 min./5min): [/
Respiracdo: normal [] insuficiéncia respiratéria [
ventilacdo mecanica [
Dificuldade de mamar: sim [J n&o []
Hipotonia: ndo [ moderada ]  grave [J
Oftalmoplegia: sim [ néo [J
Deformidades toracicas: sim[]  néo [J
Fraturas: sim (1  local:
nao [
Casos de inicio tardio: idade de inicio dos sintomas:
Sintomas iniciais:
Sinais para encaminhamento: hipotonia [
distarbios da fala: [
fraqueza muscular [J
Cirurgias prévias: sim [J nao [J

Complicacdes anestésicas: simJ  nao []



Incapacitacao clinica: deambula [J
uso de cadeira de rodas [
independente, ndo necessita de assisténcia
para executar atividades diérias [
necessita de assisténcia para executar
atividades diarias [

necessita de assisténcia em tempo integral [J

Respiracao: normal [ necessita de ventilacdo mecénica [
Escoliose : ndo 1 sim[J
Avaliacao cardiaca: normal [J

Insuficiéncia cardiaca [

Cardiomiopatia [

Anormalidade estrutural [

Inteligéncia: normal [J subnormal [J
testes: sim [J nao [

Oftalmoplegia: sim [ nao [J

Diparesia facial: sim [J nao [J

Forca Muscular (escalade 0ab5):

flexores do pescoco: Cintura escapular:
extensores do cotovelo: flexores do cotovelo:
extensores do punho: flexores do punho:
extensores dos quirodactilos: flexores dos quirdactilos:
cintura pélvica: extensores do joelho:
flexores do joelho: extensores do tornozelo:
flexores do tornozelo: extensores dos pododactilos:

flexores dos pododactilos:
Assimetria de forca muscular: sim [J nao [J
Reflexos profundos: nomais [ hiporreflexia [ arreflexia [

Enzimas Musculares: CPK:.
LDH:

Aldolase:



AST:
ALT:
Eletroneuromiografia: normal [J anormal [J
Velocidade de conducao nervosa motora: normal [ reduzida [

Velocidade de conduc¢ao nervosa sensitiva:

normal [ reduzida [
Musculatura proximal: atividade espontanea: sim [ nao [
potenciais polifasicos: sim [J nao [

duracéo dos potenciais musculares:
normalC]
diminuida [J
aumentada [

amplitude dos potenciais musculares: normal [J

alta [
baixa [J
Musculatura distal: atividade espontanea: sim [] nao [
potenciais polifasicos: sim [] nao [

duracéo dos potenciais musculares: normal []
diminuida [J
aumentada [
amplitude dos potenciais musculares: normal [J
alta [J
baixa [
Bidpsia Muscular — histoquimica:
Predominancia de fibras tipo I: sim [J nao [J
Predominéancia de fibras tipo Il: sim [J nao [J
Corpos nemalinicos:
peguena quantidade em pequena proporcao de fibras musculares [J
presentes em mais de 25 % das fibras musculares [J
numerosos corpos nemalinicosna maioria das fibras musculares [J

localizac&o: subsarcolemal [ intermiofibrilar [  intranuclear [J
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Alteracdes nas coloracgoes:

1.Hematoxilina-Eosina:

proliferacdo de tecido conjuntivo [

infiltrag&@o por tecido adiposo [

fibrose em filetes nervosos [

alteracoes de mielina em filetes nervosos [

variacao dos diametros das fibras musculares [J
grandes aglomerados de fibras atréficas [

pequenos aglomerados de fibras atréficas [

fibras angulares atréficas dispersas [

fibras arredondadas atroficas dispersas [

fibras hipertroficas dispersas [

nucleos internos [

necrose [J fagocitose [ segmentacoes [
fibras granulares [J agregados tubulares [
corpos nemalinicos [ massas sarcoplasmaticas [
vacuolos [J corpos de inclusao citoplasmatica [J
infiltrado inflamatdério difuso excessivo [

infiltrado inflamatorio perivascular [

infiltrado inflamatorio desproporcional a necrose [
fibras basofilicas [J fibras hipercontrateis opacas [
2. ATP-ases pH9,4; pH4,3epH 4,6

Agrupamentos tipos idénticos de fibras [

Predominio de fibras tipo | [ Predominio de fibras tipo Il
Hipertrofia de fibras tipo | (I Hipertrofia de fibras tipo Il [
Atrofia de fibras tipo | [J Atrofia de fibras tipo Il [J

Deficiéncia de fibras tipo | (I Deficiéncia de fibras tipo Il [J



3. NADH

Fibras angulares escuras atroficas [J

Sacabocados [ Alvos [] Cores centrais [
Aumento focal central ou periférico [

Turbilhdes [ Enrodilhados [ Fibras em anel [
4. Esterase Inespecifica

Fibras angulares atroficas escuras [

Placas motoras aumentadas de volume [

Aumento atividade de células no intersticio [J

5. Miofosforilase

Reducédo ou auséncia de atividade

6. Fosfatase Acida

Aumento focal nas fibras [

Fibras positivas [

Aumento da atividade no intersticio [

Células inflamatorias e mononucleares [

Atividade aumentada filetes nervosos [

7. Fosfatase Alcalina

Fibras positivas [J Aumento de tecido intersticial [
Aumento filetes nervosos [

8. PAS

Deposito em vacuolos

9. Oil Red "O"

Aumento de goticulas de gorduras em fibras tipo | [
Aumento de goticulas de gorduras em fibras tipo Il [
Deposito de gordura em vacuolos [

Deposito de gordura membr. externa fibras [

10. Cresil Violeta

Metacromasia em filetes nervosos [

Metacromasia em vasos [
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11. Desidrogenase Succinica

Acumulo na periferia das fibras [
Aumento focal nas fibras [

Fibras granulares [

Aumento do nimero de granulos nas fibras [J
Aumento do volume dos granulos [

12. Citocromo C-Oxidase

Acumulo na periferia de fibras [J
Deficiéncia em fibras [

13. Sirius Red

Aumento do tecido intersticial (conjuntivo)
14. Adenilato Deaminase

Deficiéncia em fibras
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ANEXO ||
FORMULAS DAS SOLUCOES PARA IMUNOHISTOQUIMICA

Solucéo de Tampao de Fosfato-Cloreto:

Cloreto de Sédio -------- 49
Fosfato de Sdédio ------- 6,79
Agua Destilada ------- 500 mi

Ajustar pH para 7,4 com HCI 2N
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ANEXO Il
TECNICA DA BIOPSIA MUSCULAR

. Tricotomia da regiéo;

2. Anti-sepsia da pele com povidine degermante e depois alcool iodado;

. Anestesia local com xylocaina a 1% sem vasoconstrictor. Anestesia apenas

da pele e tecido celular subcutaneo sem infiltracdo do musculo;

4. Inciséo da pele e do tecido celular subcutaneo, afastando a fascia muscular;

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

cmx 0,5 cm;
. O fragmento de musculo era embebido em gaze com soro fisiolégico logo

apos a retirada e transportado ao laboratério;

7. Hemostasia do musculo;

. Fechamento da fascia com fio categut e sutura da pele com fio de algodéao;

9. Curativo compressivo.
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Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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