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RESUMO

As distrofias musculares (DM) constituem um grupo heterogéneo de desordens
geneticamente determinadas e acompanhadas de destruicdo progressiva de fibras
musculares, que se manifestam com fraqueza progressiva e perda da massa muscular,
iniciando-se geralmente na infancia. A distrofia muscular de Duchenne (DMD) é uma
desordem recessiva ligada ao cromossomo X, sendo considerada a mais comum e grave
das distrofias em criancas, para qual ndo existe terapia efetiva. Este estudo objetivou
analisar, através da histoquimica e morfometria, a predominancia dos tipos de fibras
musculares estriadas esqueléticas em pacientes com DMD. Biopsias do musculo vastus
lateralis foram coletadas de cinco pacientes, do sexo masculino, com faixa etaria de 13
a 15 anos, com diagnostico clinico de DMD, no Setor de Neuropatologia do Hospital
das Clinicas da Universidade Federal do Rio de Janeiro, no periodo de agosto de 2004 a
junho de 2005. Amostras foram coradas pelo método histoquimico para a ATPase
miofibrilar (ATPases 9,6;4,6 e 4,3). A analise morfométrica realizada no nosso estudo
revelou que as fibras musculares do tipo | apresentaram valores percentuais maiores do
que as fibras Ila e 11b em todos os pacientes; além disso, as fibras musculares do tipo |
apresentaram diametro e area maiores do que as fibras do tipo Ila e Ilb, porém, com
valores muito proximos, estando estes resultados de acordo com os achados da
literatura. As andlises histoquimica e morfométrica realizadas na avaliacdo dos
pacientes dessa pesquisa demonstraram ser ferramentas importantes no auxilio do
diagndstico qualitativo e quantitativo das fibras musculares esqueléticas acometidas
nesse tipo de doenga.
Palavras-chave: Histoquimica; morfometria; mdsculo vastus lateralis; distrofia

muscular de Duchenne.
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ABSTRACT

The muscular dystrophies (MD) form a well-recognized heterogeneous group of
genetic determined disorders and accompanied of progressive destruction of muscle fibers
expressed with progressive muscle weakness and loss of muscle mass. Duchenne muscular
dystrophy (DMD) is an X-linked recessive disorder, considered the most common and most
severe muscular dystrophy in childhood, for which is not effective therapy. The
predominance of muscle fiber types were analyzed by histochemistry and morphometry in
patients with DMD. Skeletal muscle biopsies were collected from the vastus lateralis
muscle of five patients, boys between 13 and 15 years old, with clinical diagnostic of
DMD, in the Setor de Neuropatologia do Hospital das Clinicas do Rio de Janeiro of August
2004 at June 2005. Samples stained by the myofibrillar ATPase by the histochemistry
method (ATPases 9.6, 4.6 and 4.3). The morphometrical analysis achieved an increased of
the percentage in the values of type I fiber than that types Ila and Ilb in all patients.
Furthermore, the type I fiber had a larger cross-sectional area and mean diameter than type
Ila and 1lb fibers, although with proximate values, where our results are according to the
specialized literature. Thus, both histochemistry and morphometric analysis could be
important tools in the aid of the qualitative and quantitative diagnostic of muscle fibers

attacked in this type of disease.

KEYWORDS: Histochemistry analysis, Morphometrical analysis, vastus lateralis muscle,
dystrophy muscular of Duchenne.

viii



SUMARIO

1. INTRODUCAO
1.1 Definicao da doenca
1.2. Aspectos genéticos

1.3. Breve revisao da literatura

1.4. Estrutura normal do musculo esquelético estriado

1.5. Tipos de fibra

2. JUSTIFICATIVA

3. OBJETIVOS

3.1.Geral

3.2. Especificos

4. METODOLOGIA

4.1. Desenho do estudo
4.2. Casuistica

4. 3. Biopsia muscular
4.4. Analise histoquimica
4.5. Andlise morfométrica
4.6. Anélise estatistica

5. RESULTADOS

6. DISCUSSAO

7. CONCLUSOES

8. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS
9. ANEXOS

01
01
02
03
07
10
15
16
16
16
17
17
17
17
19
19
20
21
25
29
30
39



CAVALCANTI, G.M. Andlise histoquimica e morfométrica de fibras musculares...

1. INTRODUCAO
1.1. Definicdo da doenca

As distrofias musculares (DM) constituem um grupo heterogéneo de desordens
geneticamente determinadas e acompanhadas de destruicdo progressiva e irreversivel da
musculatura esquelética, que se manifestam com fraqueza progressiva e perda da massa
muscular, iniciando-se geralmente na infancia (ZATS et al., 1976). A etiologia dessa
doenca estd diretamente relacionada a anormalidades intrinsecas da fibra muscular que
induz a sua destruicdo; sendo assim, as distrofias sdo classificadas de acordo com o quadro
clinico, gravidade e padrdo de transmissdo genética (ANDERSON, 1982).

Até o presente momento tem-se 0 conhecimento de mais de 30 formas diferentes de
distrofia muscular progressiva, algumas mais benignas e outras mais graves, que podem
atingir criangas e adultos de ambos os sexos. Todas atacam a musculatura, mas os musculos
atingidos podem ser diferentes de acordo com o tipo de distrofia. Os principais tipos de
distrofia muscular progressiva sdo: distrofia muscular de Duchenne (DMD), distrofia
muscular de Becker (DMB), distrofia muscular das cinturas escapular e pélvica ou de Erb
(DMRM), distrofia miotbnica de Steinert (DMS), distrofia muscular féacio-escapulo-
humeral ou de Landouzy-Déjerine (DFSH), distrofia muscular congénita (DMC) e a
distrofia muscular de Emery-Dreifuss (ANDERSON, 1982; KUNKEL; BEGGES;
HOFFMAN, 1989).

Dentre as diferentes miopatias, a DMD de heranca recessiva ligada ao cromossomo
X € a mais comum, com uma incidéncia de um em cada 3.000 nascimentos de sexo
masculino (EMERY, 1993).

Ainda que o eponimo, distrofia muscular de Duchenne, seja aplicado a mais comum

e a mais severa distrofia muscular em criangas, Duchenne ndo foi o primeiro a descrever
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essa condigdo. Dez anos antes de Duchenne relatar o seu primeiro caso de distrofia
muscular, um médico de Londres chamado Meryon tinha descrito a doenga. Entretanto,
Duchenne forneceu um abrangente relato sobre as caracteristicas clinicas e a progressao
patoldgica da doenga pelo estudo do musculo microscopicamente (BROWN; HOFFMAN,

1988; GUTMANN; FISCHBECK, 1989; JAY et al., 1993).

1.2. Aspectos genéticos

O isolamento do gene defeituoso na DMD e a identificagdo do produto deste gene (a
distrofina) foram de extrema importancia no diagnostico da distrofia muscular
(HOFFMAN; BROWN; KUNKEL, 1987; HOFFMAN et al.,, 1988; GUTMANN;
FISCHBECK, 1989). Hoje, o teste de DNA para as mutacOes do gene da distrofina e a
andlise da distrofina nas amostras de bidpsias musculares fazem parte integral no
diagndstico das distrofinopatias, incluindo os tipos DMD e DMB, com implicacfes
significativas para o aconselhamento genético de familias afetadas (KOENING et al., 1987;
1989; HOFFMAN, 1987; HOFFMAN; BROWN; KUNKEL, 1988; MONACO et al.,
1988).

A descoberta do gene que codifica a distrofina delineou ndo s6 a causa da DMD,
mas também incentivou a pesquisa na grande familia das varias proteinas associadas a
distrofina (DUNNEN et al., 1989; WORTON, 1995).

O complexo de proteinas associado a distrofina, consiste numa cadeia de proteinas
que atravessa a membrana da célula muscular, formando uma ligacdo entre a matriz
extracelular e a actina intracelular. Defeitos nos componentes do complexo glicoproteina-
distrofina vém sendo relatados para vérias distrofias musculares. Desta forma, a deteccéo

das delecbes ou duplicacbes por estudos genéticos através das provas de DNA
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possibilitaram a descoberta precisa do portador, o0 aconselhamento familiar e o diagndstico
pré-natal de DMD (WORTON, 1995).

Todavia, mutagdes delicadas num gene, podem ser de dificil deteccdo pelas técnicas
comuns. Logo, a analise da distrofina tem um papel importante no diagndstico das
distrofias Xp21.1 e sua distincdo em relacdo as outras, como as distrofias autossémicas nao
ligadas ao X (KOENING et al., 1989). Na DMD o padrdo mais encontrado em
imunohistoquimica da distrofina, € a auséncia de coloracdo da mesma, embora uma
pequena porcentagem de fibras imunoreativas, referidas como reversiveis, possam ser

observadas (HOFFMANN et al., 1988; JAY et al., 1993; WORTON, 1995).

1.3. Breve revisdo da literatura

As primeiras descri¢des clinicas referentes a distrofia muscular datam do século
XIX, quando Charles Bell, famoso pela descricdo da paralisia do nervo facial (Paralisia de
Bell) relatou um caso de distrofia muscular (BELL, 1830 apud ADAMS, 1975). Dentre
outros casos isolados dessa doenga, foi citado por Partridge em 1847 apud Adams (1975),
um caso de um menino acometido de doenca muscular progressiva; cuja necropsia revelou
uma espantosa degeneracao gordurosa no musculo.

Foi Edward Meryon, do Hospital St Thomas de Londres, quem primeiro deu uma
completa e vivida descricdo de DMD. Seus pacientes incluiam oito meninos afetados de
trés familias; cujo um deles ja havia sido relatado por Partridge (MERYON, 1852 apud
ADAMS, 1975). Meryon foi rdpido em reconhecer a natureza familiar e a predilecdo dessa
doenga por criangas do sexo masculino. Em seu livro “Practical and Pathological
Researches on the various forms of paralysis”, Meryon descreveu uma familia com quatro

primos afetados e transmissdo através de trés irmds (MERYON, 1864 apud ADAMS,
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1975). Examinando o musculo na necropsia, ele notou goticulas de 6leo, degeneracdo
granular e destruicdo de algumas areas nas fibras elementares, sugerindo sem ddvida a
substituicdo do musculo por gordura e doenca miofibrilar avancada; dessa forma, Meryon
antecipou a descri¢cdo de Duchenne em dez anos (MERYON, 1957; MERYON, 1864 apud
ADAMS, 1975).

Guillaume-Benjamin-Amand Duchenne (1806-1875) nasceu em Boulogne, na
Franca e escolheu estudar medicina em Paris, com a intencdo de ser um médico de familia,
vindo a exercer a profissdo por dez anos, afastado da capital. Em 1842, Duchenne decidiu
voltar a Paris para seguir uma carreira dedicada as doencgas neuromusculares (GOWERS,
1888 apud ADAMS, 1975).

Duchenne era fascinado por eletricidade, tanto para diagndstico como para
tratamento. Ele construiu uma maquina para estimulagdo de nervos e muasculos. Aprendeu,
sozinho, microscopia e fotografia. Sua experiéncia clinica extraordinaria foi resumida em
“L’Electrisation Localisée”, a terceira e Gltima edicdo que foi impressa em 1872. Suas
descricdes clinicas incluem uma vasta lista de topicos como paralisia bulbar progressiva,
paralisia por congelamento, surdez nervosa, doenca cerebelar, poélio, mecanismo da
expressdo facial, paralisia histérica e ainda escreveu “Physiologie des Mouvements”
(DUCHENNE, 1872 apud ADAMS, 1975).

Em 1861, Duchenne descreveu seu primeiro caso de distrofia que agora recebe seu
nome, com o titulo “Paraplégie hypertrophique de I’enfance de cause cerébrale”. Por causa
do prejuizo intelectual dos meninos afetados, Duchenne inicialmente pensou que a origem
fosse cerebral. Em 1862, no seu “Album de photographies pathologiques”, ele publicou
algumas fotos clinicas notaveis sobre a doenca (DUCHENNE, 1868; DUCHENNE, 1872

apud ADAMS, 1975).



CAVALCANTI, G.M. Andlise histoquimica e morfométrica de fibras musculares...

A associacdo de duas observacfes contraditorias, isto €, paralisia e hipertrofia
muscular, confundiram extremamente Duchenne. Em 1865, ele desenvolveu seu proprio
instrumento para bidpsia muscular, o “Tissue Punch”, que, com pouca dor, porcdes
minimas de partes profundas dos muasculos poderiam ser removidas. Com esse instrumento
ele tornou-se apto para estudar a doenca muscular numa crianga, vindo a observar
hiperplasia do tecido conjuntivo intersticial, com producao de mais ou menos tecido fibroso
e classificou a lesdo anatdbmica fundamental dos musculos como paralisia pseudo-
hipertréfica (DUCHENNE, 1868 apud ADAMS, 1975).

Num relato publicado em 1868, Duchenne deu uma explicacdo abrangente da
doenca baseado num estudo de treze casos. Ele dirigiu sua atengdo para 0 incomum
aumento do musculo e a extrema fibrose associada e propds o termo, paralisia muscular
pseudo-hipertrofica, a qual foi popularizada por William Gowers (GOWERS, 1879 apud
ADAMS, 1975), ao caracterizar os movimentos desses pacientes - manobra de Gowers,

sendo essa expressdo utilizada até os dias atuais para o reconhecimento do levantar

miopatico (Figura 1).

Figura 1 — manobra de Gowers. O levantar miopatico caracteriza-se: 1) o paciente
inicialmente firma as méos e 0s pés no chédo; 2) a seguir, eleva o tronco
apoiado com uma das maos; 3) tenta elevar o tronco a0 méximo e 4) o
abdome torna-se proeminente, acentuando um quadro de lordose
(http://www.distrofiamuscular.net).



CAVALCANTI, G.M. Andlise histoquimica e morfométrica de fibras musculares...

Até 1870, Duchenne ja tinha visto 40 casos (apud BROWN, HOFFMAN, 1988).
Ele descreveu trés estagios criticos: um de movimentos débeis, um de aparente hipertrofia,
e, finalmente, de paralisia. Suas amostras de bidpsias musculares confirmaram a
acumulacdo gradual de fibrose e a substituicdo gordurosa do musculo em estagios mais
tardios, com grave prognéstico para os meninos afetados. Em 1871, Duchenne teve a
oportunidade de examinar o material medular de um desses casos e observou que néo havia
lesdo neurogénica, como tinha imaginado (DUCHENNE, 1872 apud BROWN,
HOFFMAN, 1988). Em 1883, Poore resumiu e traduziu os varios trabalhos de Duchenne
para o “New Sydenham Society” (apud BROWN, HOFFMAN, 1988).

Duchenne morreu de hemorragia cerebral no seu aniversario de 69 anos. Sua
carreira foi realmente Unica, ele foi o médico em Paris que ndo era afiliado com nenhuma
instituicdo em particular, mas era bem-vindo em todas. Ele n&o tinha interesse em receber
honras ou medalhas da sociedade ou dos grandes centros académicos. Quando ele morreu,
Duchenne foi reconhecido como um médico-cientista original (JAY; VAJSAR, 2001).

Atualmente, por meio do exame de DNA, é possivel, na maioria dos casos, detectar
com seguranga se uma mulher é portadora ou ndo do gene da DMD ou DMB e é possivel
também, a realizacdo do diagnostico pré-natal, que consiste em saber, numa fase bem
precoce da gravidez, se o feto herdou ou ndo o gene defeituoso, ou seja, se serd uma crianga
normal ou afetada pela distrofia (com 95 a 99% de certeza). Outra importante consequiéncia
da descoberta do gene da DMD e DMB foi a identificacdo do produto que este gene
codifica: uma proteina chamada Distrofina, que estd ausente ou em quantidade muito
diminuida nos meninos afetados pela DMD, e alterada, porém parcialmente funcional, nos

pacientes com DMB (MANDELL, 1989; MANOLE, 1995; SIRONI et al., 2001).
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Hoje sabemos que a Distrofina faz parte de um complexo de proteinas, todas elas
necessarias para a manutencao da permeabilidade da membrana da célula muscular. Assim,
na deficiéncia total ou parcial da Distrofina, havera uma degeneracdo progressiva dos

musculos esqueléticos (MUNTONI; FERLINI, 2003).

1.4. Estrutura normal do musculo estriado esquelético

Os masculos s@o os elementos do corpo humano com propriedades de encurtamento
e alongamento que quando acionados, de forma voluntéria ou involuntaria, produzem o
movimento dos segmentos corporais. Além disso, atuam no sentido de estabilizar as
articulagcbes (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 1999).

Os musculos unem-se aos 0ssos pelos tendBes, 0s quais Sdo estruturas continuas
com tecido conjuntivo denso que envolve o musculo externamente constituindo a fascia ou
aponeurose. Esse tecido conjuntivo emite septos que ao penetrarem no interior do masculo
0 subdividem em fasciculos ou feixes de fibras. Cada um destes feixes consiste em um
conjunto de fibras, as unidades funcionais musculares. Cada fibra também se subdivide em
fibrilas, porém, do ponto de vista prético, esta subdivisdo ndo tem valor, pois as fibrilas

contraem-se conjuntamente (Figura 2).
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Fibras musculares Y
Endomisioi
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Osso
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TS0 Endomisio

Perimisio
Miofibrila
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Fasciculo

Figura 2 — Desenho esquematico ilustrando a organizacdo do musculo esquelético (a).
Acima no canto direito (b), esbogo das fibras musculares e bainha envoltoria

(http://www.fcm.unicamp.br/departamentos/anatomia/musduchenne.html).

Cada fibra muscular possui uma bainha elastica, o sarcolema, que contém em seu
interior numerosos nucleos. Esta bainha confere a fibra propriedades que permitem seu
alongamento e encurtamento. No interior das fibras musculares existem proteinas com
propriedades contrateis, as miofibrilas, dispostas como unidades em paralelo as quais sdo
ativadas por um nervo motor (LEVY, 1984; GROUNDS, 1998; VIERCK, 2000, DAVIES,

2002).
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O masculo esquelético é revestido por trés tipos de tecido conjuntivo, o epimisio
envolve todo o musculo, mantendo-o0 unido, o perimisio que circunda cada fasciculo do

musculo e o endomisio que recobre cada fibra muscular (Figura 3).

Figura 3 - Corte transversal de musculo estriado esquelético humano, para mostrar o

perimisio (setas) e o endomisio (cabecas de seta). Coloracéo: tricromico de
Masson (Fotomicrografia gentilmente cedida pelo Prof. Dr. Didgenes Luis da

Mota do Departamento de Histologia e Embriologia da UFPE).
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Uma fibra nervosa ao encontrar o sarcolema forma uma placa terminal, dependendo
do sistema nervoso central, emitindo descargas elétricas, provocando as contracfes
musculares. Entre as fibras musculares ha muitos vasos sangiiineos, assegurando a elas uma
boa irrigacdo. Dentre os tecidos bioldgicos, o masculo é o mais pléstico, caracterizando-se
por sua capacidade de adaptacdo e de resposta a estimulos normais ou patoldgicos
(COHEN, 1975; ROSE; ROTHSTEIN, 1982; GROUNDS, 1998; VIERCK, 2000,

DAVIES, 2002; JUNQUEIRA; CANEIRO, 2004).

1.5. Tipos de fibra

Stefano Lorenzini relatou os diferentes tipos de fibras musculares em animais e
sugeriu, com base na diferenca de cor, a classificacdo de fibras brancas e vermelhas
(CIACCIO, 1898).

Com o advento das técnicas histoquimicas, foi possivel localizar sistemas
enzimaticos e outros constituintes quimicos celulares, e isso abriu caminho para uma
correlagdo direta da atividade funcional de fibras individuais com sua morfologia.
(DUBOWITZ; BROOKE, 1985; DUBOWITZ; PEARSE, 1960a).

Em 1960, foi demonstrada uma relagdo reciproca, entre a atividade da fosforilase e
as varias enzimas oxidativas em fibras musculares individuais, e sugeriu-se que tanto o
musculo humano como o masculo animal, poderiam apresentar dois tipos de fibra: o tipo I,
com uma grande atividade oxidativa e baixa atividade glicolitica, e o tipo Il, com baixa
atividade oxidativa e grande atividade glicolitica. Fibras com atividade enzimatica
intermediéria foram também observadas, mas essas fibras ndo foram delineadas como um

tipo separado de fibra (DUBOWITZ; PEARSE, 1960 a, b).

10



CAVALCANTI, G.M. Andlise histoquimica e morfométrica de fibras musculares...

Ja em 1973, foi sugerido que os tipos de fibras e sistemas enzimaticos poderiam
possuir o sistema de dupla fibra baseado na reacdo de ATPase padrdo (pH 9,6). As fibras
tipo | teriam uma reacdo fraca, enquanto as fibras tipo Il uma forte reagdo (Figura 4)
(DUBOWITZ; BROOKE, 1973). Isso se tornou pratico e proveitoso na avaliacdo de
masculos normais e afetados. A subdivisdo das fibras tipo Il em trés subtipos (lla, 1lb e
Ilc), pela reacdo seletiva com o padrdo ATPase, depois de pré-incubacdo em pH 4,6 ou 4,3,
também, provou ter significancia em relagdo as mudancgas seletivas no musculo humano e
demonstrou notavel correlacdo entre os tipos de fibra em animais, definindo-se algumas
caracteristicas fisioldgicas (Tabelas 1 e 2). Isso foi igualmente Gtil para explanar o processo
de maturacéo e desenvolvimento dos musculos no periodo fetal em seres humanos e nos

animais (BROOKE; KAISER, 1970).

e Q0000 @

Tipos de fibras ATPase 9,6 ATPase 4,6 ATPase 4,3

Figura 4 — Tipos de fibras musculares observadas com o auxilio da histoquimica

(GRAHAM et al., 1997).
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Tabela 1- Bidpsia Muscular: Classificacdo das Fibras Musculares (WILMORE, 2001)

Sistema 1 Contracéo lenta Contracdo rapidaa | Contracdo rapidab
Sistema 2 Tipo | Tipo lla Tipo Ilb
Sistema 3 oL GOR GR

(CARACTERISTICAS)

Capacidade oxidativa Alta Moderadamente alta Baixa

Capacidade glicolitica Baixa Alta A mais alta

Velocidade contratil Lenta Rapida Répida

Resisténcia a fadiga Alta Moderada Baixa

Forca da unidade motora Baixa Alta Alta

OL (oxidativa lenta); GOR (glicolitica-oxidativa rapida); GR (glicolitica rapida)

Tabela 2 — Bidpsia Muscular: Caracteristicas estruturais e funcionais (CLOSE, 1967)

Caracteristicas (C) CL CRa CRb
Fibras por motoneurénio 10-180 300-800 300-800
Tamanho do motoneurénio Pequeno |Grande Grande
Velocidade de condugéo nervosa Lenta Rapida Rapida
Velocidade de contragdo (ms) 110 50 50

Tipo de Miosina ATPase Lenta Rapida Rapida
Desenvolvimento do reticulo Baixo Alto Alto
Forca da unidade motora Baixa Alta Alta
Capacidade aerdbia (oxidativa) Alta Moderada Baixa
Capacidade anaerobia (glicolitica) Baixa Alta Alta

CL (caracteristica fibra lenta); CRa (caracteristica fibra rapida a); CRb (caracter. fibra rapida b)

Os tipos de fibras musculares sdo determinados pelo motoneurénio. Uma unidade

motora consiste de um simples motoneurdnio, e as fibras musculares que ele supre

(CUMMING, 1994). Desta forma, as fibras musculares em cada unidade motora sdo todas

do mesmo tipo. Na maioria dos musculos, existem dois tipos de unidade motora que podem

ser divididas em: tipo | ou de contracdo lenta e tipo Il ou de contracdo rapida. Os musculos

que tém uma predominancia de fibras de contracdo lenta sdo vermelhos devido a presenca

de grande quantidade mioglobina, enquanto os musculos de contracdo répida sdo brancos

(GRAHAM et al., 1997).
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Existem muitos fatores que determinam a velocidade de contracdo das fibras
musculares individuais. O maior deles resume-se nas isoformas particulares das proteinas
contrateis, actina e miosina, e suas proteinas reguladoras associadas. Diferentes isoformas
de miosina ocorrem em fibras musculares rapidas e lentas, assim como nos musculos na
idade fetal e neonatal. Visto que a atividade ATPase da miosina lenta é menor do que a da
miosina réapida, os tipos de fibras musculares podem ser reconhecidas pelo método ATPase
a pH 9,6. Um grande fator que determina a velocidade de contracdo, é a velocidade
relaxamento, que € controlada pela taxa de recaptacdo de céalcio no reticulo
sarcoplasmatico. Fibras tipo Il rapidas tém reticulo sarcoplasmatico mais extenso do que as
fibras tipo | lentas (EISENBERG; KUDA, 1976) e fibras tipo Il s&o mais ricas em Ca2+-
Mg2+ ATPase que é a responsavel pela recaptacdo do calcio; desta forma, o relaxamento
das fibras tipo 11 é mais rapido do que as fibras tipo | (PETTE; VRBOVA, 1985).

O consumo de energia das fibras musculares lentas e rapidas € refletido nos métodos
histoquimicos. As fibras de contracdo rapida contam somente com a glicélise (glicolitica
rpida ou fibras tipo Ilb) ou em combinagcdo com mecanismos oxidativos (oxidativa-
glicolitica rapida ou fibras tipo Ila). Fibras tipo | de contracdo lenta contam com o0s
mecanismos oxidativos para a geracdo de energia, contém mais mitocéndrias e um grande
grau de vascularizagdo do que as fibras tipo Il (EISENBERG; KUDA, 1976). A
combinacdo de metabolismo oxidativo e glicolitico nas fibras tipo Ila permite mais tenséo
de sustentacdo (fibras resistentes & fadiga), enquanto as fibras tipo Ilb, utilizando apenas
caminhos glicoliticos, sdo rapidamente fatigadas. Fibras tipo | sdo mais ricas em
mitocondrias e triglicerideos: elas contém menos glicogénio e enzimas (monofosforilase e
fosfofrutoquinase) que estdo associadas com o metabolismo do glicogénio e sdo mais

pobres em ATPase que as fibras tipo Il. Inversamente, fibras tipo Il sdo ricas em
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glicogénio, miofosforilase, fosfofrutoquinase e ATPase, mas apresentam menos
mitocondrias e triglicerideos que as fibras tipo | (GRAHAM et al., 1997).

A proporcao dos tipos de fibras musculares varia de acordo com o tipo de musculo
em individuos adultos normais (Tabela 3). No musculo biceps braquial e quadriceps
femoral, fibras dos tipos I, Ila e Ilb comportam cada uma 33% da populagéo de fibras. No
deltoide, entretanto, essa proporcdo difere entre partes superficiais e profundas
(DUBOWITZ; BROOKE, 1985). Nas criangas, fibras tipo | e tipo Il estdo em proporcdes
iguais (BROOKE; ENGEL, 1969) e o diametro principal da fibra varia com a idade e o
treinamento atlético. O tamanho da fibra muscular é estimado pela medida do didmetro
menor e esta compreendido entre 40 e 80 um para 0 homem e entre 30 e 70 um para a

mulher.

Tabela 3 — Diametros menores meédios e propor¢des médias das fibras musculares do vasto
lateral de humanos adultos normais (BROOKE; ENGEL, 1969)

Classificacao HOMEM MULHER
conforme o sexo

Tipos de fibra

Didmetro (um)

Proporgéo (%)

Didmetro (um)

Proporcéo (%)

I 61 36 53 39
la 69 24 52 29
I1b 62 40 42 32
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2. JUSTIFICATIVA

Sendo as distrofias musculares componentes de um grupo de doengas muito
heterogéneo, ndo s6 devido ao nimero delas, mais de 60 tipos e subtipos, assim como
devido a dificuldade que os profissionais encontram para distingii-las; a distrofia muscular
progressiva de Duchenne (DMD), de heranca recessiva ligada ao cromossomo X, é a mais
comum, com incidéncia de um caso em cada 3.000 nascidos vivos do sexo masculino.
Logo, a indicacdo da bidpsia muscular tem, um papel importante, pois, busca fornecer ao
médico um diagnostico mais rapido, possibilitando o inicio mais precoce do tratamento,
desta forma atenuando os sintomas e conferindo uma condigédo de vida melhor para aqueles
portadores dessa doenca, cujo progndstico sombrio pode levar ao 6bito rapidamente. Hoje
em dia, a indicacdo ndo s6 da bidpsia muscular, mas, a implementacdo das analises
histoquimica e morfométrica como ferramentas no auxilio do diagnostico da distrofia de
Duchenne, podem ajudar em muito na compreensao das alteragdes caracteristicas dos tipos

de fibras acometidos no desenvolvimento dessa doenca.
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3. OBJETIVOS

3.1. Geral

Analisar através de métodos histoquimico e morfométrico a predominancia dos

tipos de fibras musculares estriadas esqueléticas em pacientes com distrofia muscular de

Duchenne.

3.2. Especificos

3.2.1. Caracterizar histoquimicamente a atrofia das fibras musculares estriadas esqueléticas

nos pacientes com diagndstico clinico de distrofia muscular de Duchenne.

3.2.2. Determinar os parametros morfométricos (area e diametro) das fibras musculares

afetadas dos pacientes com distrofia muscular de Duchenne.

3.2.3. Comparar os diferentes tipos de fibras musculares esqueléticas dos pacientes com

distrofia muscular de Duchenne com aqueles citados na literatura.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Planejamento do estudo

Trata-se de um estudo transversal do tipo descritivo com relacdo a analise
histoquimica e morfométrica das biopsias musculares de cinco pacientes, do sexo
masculino, com faixa etaria de 13 a 15 anos e diagndstico clinico de distrofia muscular de

Duchenne.

4.2. Casuistica

Bidpsias musculares foram coletadas de cinco pacientes, do sexo masculino, com
faixa etaria de 13 a 15 anos e diagnostico clinico de distrofia muscular de Duchenne, no
Setor de Neuropatologia do Hospital das Clinicas do Rio de Janeiro, no periodo de agosto
de 2004 a junho de 2005.

As informacg6es obtidas dos pacientes foram de acordo com as consideracdes do
Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos da CCS/UFPE (ANEXO 1), conforme
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, sendo tratadas rigorosamente com

confidencialidade.

4.3. Bidpsia muscular

A selecdo do musculo a ser biopsiado, baseou-se na histéria clinica dos pacientes
investigados considerando a distribuicdo da fraqueza muscular. A coleta do material foi
realizada por bidpsia aberta, sob anestesia local, sem infiltracdo anestésica do musculo a ser

retirado.
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Um fragmento de aproximadamente dois centimetros de comprimento da por¢édo
media do musculo vastus lateralis direito foi obtido de cada paciente (12 a 16 cm acima da
patela) e em seguida transportado em gaze umedecida com solugdo salina (fisioldgica)
dentro de uma caixa de isopor com gelo, ao Setor de Neuropatologia do Hospital das
Clinicas do Rio de Janeiro, percurso este realizado no maximo em 30 minutos. Cada
fragmento foi seccionado em duas partes de dimensdes semelhantes, para que fosse
destinado um para o diagnéstico morfolégico e o outro para o estudo morfométrico
(estabelecendo-se o fragmento da direita do médico para o diagndéstico e o da esquerda para
a morfometria). O fragmento destinado ao estudo histoquimico/morfométrico foi disposto
sobre placa de cortica, sendo posicionado de tal forma, que o seu maior diametro (sentido
das fibras musculares) fosse mantido perpendicular a cortica para obtencdo de cortes
transversais. Ap0s este procedimento, o fragmento foi coberto com talco (a peca completa),
0 qual funciona como isolante térmico; logo em seguida, o fragmento foi imerso em
nitrogénio liquido (-181° C) por 20 a 25 segundos, sendo entdo retirado e guardado num
freezer a -800C, em frasco numerado, para depois ser seccionado no criostato (Leica) a —
20° C. Os cortes obtidos foram de + 10 um de espessura. Esses foram iniciados,
padronizando-se o lado em que o musculo foi cortado pela navalha, no momento em que o
fragmento foi dividido em duas partes, desprezando-se assim, 0s trés primeiros cortes para
eliminar qualquer interferéncia que tenha ocorrido pelo corte da navalha.

Cortes sequenciais foram feitos de acordo com o seguinte protocolo: os primeiros
fragmentos de cada preparacdo foram pré-incubados com as referidas ATPases (9,6; 4,6 e
4,3) perfazendo-se, desta forma, um conjunto de trés preparacdes para cada paciente. Os

fragmentos, de acordo com a ATPase escolhida, foram acolados as laminas de forma
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sucessiva, até completar um total de seis fragmentos por preparacdo, sendo 0s mesmos
dispostos, lado a lado, em laminas com tarjas foscas; onde o primeiro fragmento foi sempre

colocado como referencial, proximo a parte fosca.

4.4. Analise histoquimica

A caracterizacdo das fibras musculares em tipo | e tipo Il dos pacientes com
diagnostico clinico de distrofia muscular de Duchenne foi possivel através da analise
histoquimica utilizando-se a enzima adenosina trifosfatase (método de BROOKE;
KAISER, 1970) pré-incubada em meio alcalino como pH 9,6 (ATPase 9,6) e meios acidos:
pH 4,6 (ATPase 4,6) e pH 4,3 (ATPase 4,3). A analise qualitativa de cada grupo permitiu a
distingdo dos diferentes tipos de fibras. A intensidade de coloracdo foi avaliada de forma
subjetiva (fibras claras — tipo | ou fibras escuras — tipo Il). Essas preparacdes foram
avaliadas quanto ao estudo morfométrico, para uma maior compreensdo dos tipos de fibras

musculares comprometidas.

4.5. Analise morfométrica

A analise morfométrica das fibras musculares foi realizada por intermédio de um
sistema de captacdo de imagens semi-automatico composto dos seguintes instrumentos:
Um microscépio ZEISS (modelo AXIOLAB) tendo, acoplada a este uma camera digital
(Sony, Japan), conectada a um computador Pentium Il 2.0; com placa de captura de
imagens (ATI) e software (IMAGE — LAB 2000), pertencente ao setor de Histologia e
Anélise de Imagens do Laboratdrio de Analises Clinicas do Departamento de Farméacia —

C.C.S./UFPE.
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Foram analisadas trés preparacdes coradas pelo método histoquimico (ATPases 9,6;
4,6 e 4,3) de cada paciente, sendo que cada preparacdo apresentava seis fragmentos e de
cada fragmento foram analisados cinco campos e contadas trés fibras por campo,
totalizando 90 fibras por preparacéo.

Os parametros analisados foram os seguintes: area (A) e diametro menor (d). Além
desses, a frequiéncia relativa por tipo de fibra muscular (1, I1a e 11b), foi obtida pela anélise
do tecido marcado com ATPase 4,6 no aumento de 100X, através da contagem de
aproximadamente 560 fibras por paciente, perfazendo-se um total de aproximadamente
2800 fibras no conjunto dos cinco pacientes estudados.

A morfometria da area (A) e do didmetro menor (d) das fibras musculares tipo I,
foram realizadas pela ATPase 9,6, as fibras tipo Ila pela ATPase 4,6 e as fibras tipo Ilb pela
ATPase 4,3. Tanto a &rea como o didmetro menor das fibras musculares foram analisados

no aumento de 200X.

4.6. Analise estatistica

A anélise estatistica constou da distribuicdo de freqiéncia das fibras tipo I, lla e llb
e de medidas descritivas para indicar os valores médios e a variabilidade dos dados
encontrados. Assim, os resultados obtidos foram expressos na forma de média, desvio-
padrdo, mediana e valores minimo e maximo; bem como de freqiiéncias relativa e absoluta

(%).
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5. RESULTADOS

A andlise histoquimica da biépsia muscular de cada um dos cinco pacientes, com
diagnostico clinico de distrofia muscular de Duchenne demonstrou através da observacéao
microscopica peculiaridades como irregularidade no didmetro das fibras, sem fluxo de
células inflamatorias.

A analise qualitativa de cada grupo de fibras permitiu a distin¢do dos diferentes tipos. As
fibras dos tipos | e Il foram identificadas pela natureza da ATPase de sua miosina, que
diferiram pela estrutura protéica entre os demais tipos de fibras (Figura 5: A, B e C).

Na figura 5A observamos de forma objetiva a intensidade de coloragdo, que nos permitiu
classificar as fibras musculares em tipo | ou fibras claras e tipo Il ou fibras escuras, pela
técnica histoquimica das ATPases, pré-incubadas em pH alcalino (9,6). As fibras do tipo lla
e llb foram caracterizadas quando pré-incubadas em meios acidos (pH = 4,6 e pH = 4,3,
respectivamente), como podemos observar na figura 5 (B e C).

Essas preparacfes foram avaliadas quanto ao estudo morfométrico, para uma maior
compreensdo das caracteristicas inerentes aos tipos de fibras musculares comprometidas
nesses pacientes. Os parametros analisados no estudo em questdo foram a area, o diametro
menor e a porcentagem de fibras musculares do musculo vastus lateralis direito dos

pacientes clinicamente diagnosticados com distrofia muscular de Duchenne.
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Figura 5 — Fotomicrografias do musculo vastus lateralis direito de paciente com
distrofia muscular de Duchenne (DMD), coradas pela técnica
histoquimica das ATPases, onde observamos os diferentes tipos de
fibras (1, lla e 11b). A) pH= 9,6, B) pH= 4,6 e C) pH= 4,3. Aumento de
200X.
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A érea total das fibras tipo I, dos cinco pacientes estudados, foi maior que aquela
observada para as fibras do tipo Ilb, e esta maior que a area total para as fibras lla (1107,6
+ 825,3 um2, 1016,9 + 679,7 um2 e 964,0 + 626,0 um2, respectivamente) (Tabela 4).

Tabela 4. Area total dos tipos de fibra muscular de cinco pacientes com distrofia muscular

de Duchenne. Valores (>i + dp) da area (um2) das fibras tipo I, lla e llb, da regido medial
do musculo vastus lateral direito

Fibras Area total em pm?2 ()2 +dp) Mediana Minimo Maximo
Tipo | 1107,6 + 825,3 863,0 165,1 6016,1
Tipo lla 964,0 + 626,0 849,8 91,8 3514,9
Tipo Ilb 1016,9 + 679,7 884,9 110,6 4673,3

O diametro total das fibras tipo I, dos cinco pacientes estudados, foi maior que
aquele observado para as fibras tipo Ilb, e este Gltimo foi maior quando comparado as fibras
tipo lla (30,7 + 10,7 um, 29,7 + 9,8 um e 28,9 + 10,9 um, respectivamente) (Tabela 5).

Tabela 5 — Didmetro total dos tipos de fibra muscular de cinco pacientes com distrofia

muscular de Duchenne. Valores (>_< + dp) do didmetro menor (um) de fibras tipo I, lla e
I1b da regido medial do musculo vastus lateralis direito

Fibras Diametro total em um ()2 + dp) Mediana Minimo Maximo
Tipo | 30,7 + 10,7 28,5 10,5 69,3
Tipo lla 28,9+ 10,9 28,5 8,8 62,7
Tipo Ilb 29,7 +9,8 28,6 8,3 72,0

A andlise da freqliéncia absoluta das fibras musculares dos pacientes com distrofia
muscular de Duchenne revelou os seguintes percentuais: fibras tipo | (63,08 %), fibras tipo
Ila (21,66 %) e para as fibras do tipo Ilb (15,25 %) (Tabela 6).

Tabela 6 - Frequiéncia relativa (%) e absoluta de fibras dos tipos I, Ila e 11b da regido
medial do musculo vastus lateralis direito dos pacientes afetados

Fibras musculares n %

Tipo | 1762 63,08
Tipo lla 605 21,66
Tipo llb 426 15,26
Total 2793 100,00

n= nUmero de fibras musculares
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Em 80% dos pacientes as fibras tipo | sdo observadas em maior nimero que as

fibras tipo lla, e estas, por sua vez, em maior nimero que as fibras do tipo Ilb. A freqliéncia

relativa (%) dessas fibras foram, respectivamente, as seguintes: a) paciente (1) com

59,31%, 21,31% e 19,37%; b) paciente (2) com 51,26%, 31,77% e 16,97%; c) paciente (3)

com 62,74%, 23,53% e 13,72%; d) paciente (4) com 42,91%, 38,33% e 18,75%.

Entretanto, em 20% dos casos (paciente 5) as fibras tipo 1lb (10,59%) apresentaram-se em

maior nimero que as do tipo lla (9,05%); porém, manteve-se a predominancia de fibras

tipo I (80,35%) (Figura 6).
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Figura 6- Frequéncia relativa (%) das fibras musculares (tipos I, 1la e Ilb), de cada
paciente avaliado nesta pesquisa com distrofia de Duchenne. Valores
percentuais discriminados acima de cada coluna.
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6. DISCUSSAO

As distrofias musculares progressivas constituem um grupo de doencas,
caracterizadas por degeneracdo progressiva e irreversivel da musculatura esquelética, e que
tem sido objetivo de muitas pesquisas. Neste estudo, verificou-se através da andlise
histoquimica e morfométrica, que os cinco pacientes com distrofia muscular de Duchenne,
apresentaram alteracGes caracteristicas de acordo com os achados da literatura.

Toop e Emery (1974) relataram que na maioria das biopsias musculares dos
pacientes com distrofia de Duchenne, havia uma predominancia das fibras musculares do
tipo I; por outro lado, as fibras tipo I1b apresentavam-se como as mais afetadas, na maioria
das vezes, predominando em menos de 15% entre as fibras existentes. Em nossa casuistica
observamos que as fibras musculares do tipo Il1b foram as mais afetadas percentualmente
em quase todos os pacientes, corroborando com os achados mencionados na literatura; com
excecdo de um paciente, que apresentou valores percentuais elevados das fibras do tipo I1b
com relagdo ao tipo Ila, sugerindo-se ter ocorrido influéncia genética e/ou procedimentos
fisioterapicos iniciados precocemente com a instalacdo do quadro, para retardar a evolucéao
da doenca.

Estudos realizados por Donner et al. (1975) revelaram alteracBes histoldgicas
comuns a todos os tipos de distrofia muscular como perda de fibras musculares, fibras
residuais de tamanho maior ou menor que o normal, todas num arranjo aleatério, bem como
aumento de lipdcitos e fibrose. Em nosso estudo ficou evidente a perda de fibras
musculares, assim como a variacdo de tamanho (didmetro menor) dessas fibras e presenca

de fibras residuais.
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Ao longo das investigacdes, alguns estudos demonstraram uma classificacdo para 0s
didmetros menores das fibras musculares esqueléticas, considerado-os normais com relacéo
a idade; todavia estabeleceu-se que a partir dos 13 anos de vida, nenhuma alteracdo desse
parametro ocorreria em funcdo da idade (BROOKE; ENGEL, 1969; DONNER; RAPOLA;
SOMMER, 1975). Nossa avaliacdo corrobora com a investigacdo desses autores; uma vez
que, foram acompanhados cinco pacientes na faixa etaria de 13 a 15 anos, com alteracdes
substanciais dos didametros menores em fungéo dos tipos de fibra muscular.

Dubowitz e Brooke (1985) relataram que a predominancia das fibras musculares
tipo | estaria associada com condigdes miopéticas e particularmente com distrofias
geneticamente determinadas, e que a predominancia das fibras musculares tipo 1l estaria
associada com doencas do neur6nio motor. Em nossa pesquisa observamos que as fibras
musculares tipo | apresentaram valores percentuais maiores que aqueles referidos para os
tipos lla e I1b em todos os pacientes; além disso, as fibras musculares tipo | apresentaram
didametro e area maiores que as fibras tipo lla e Ilb, porém, com valores muito préximos.

Os achados histoldgicos referidos por Dubowitz e Brooke (1985) para a DMD
foram o aparecimento de degeneracdo e fagocitose, variagdo do tamanho das fibras,
proliferacdo do tecido conjuntivo do endomisio e do perimisio e basofilia; assim como nos
estagios avangados apresentava infiltracdo adiposa. Este mesmo autor referiu ainda, que a
principal alteracdo observada neste tipo de doenca é a grande variabilidade do tamanho de
todos os tipos de fibras musculares, estando nossos achados de acordo com essa
observagao.

Simoneau e Bouchard (1989) demonstraram o0s valores percentuais de fibras

musculares do vastus lateralis e de suas respectivas areas, a partir de um estudo com 215
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individuos do sexo masculino, caucasianos da América do Norte e sem nenhuma
sintomatologia, com idade de 16 a 33 anos.

Nesta mesma linha de pensamento, Emery em 1993 demonstrou em fungédo da
freqiiéncia dos tipos de fibras musculares (I, I1a e 11b), que o tipo de fibra predominante
representaria aquele que apareceria numa propor¢do maior que 55% em relacdo ao total de
fibras existentes. Nossos resultados revelaram uma freqiéncia absoluta de 63,08%
especialmente para as fibras tipo I, de acordo com aqueles referidos na literatura.

Graham et al. (1997) verificaram em suas avaliagdes, também, com pacientes
normais que, ao dividir as fibras em tipos | e Il, uma proporgdo percentual (1:2) era
observada com relacdo a essas fibras, respectivamente. Todavia, quando as mesmas eram
divididas em I, Ila e Ilb, denotava-se uma propor¢do (1:3) para cada tipo de fibra
analisada.

De certa forma, a variagdo no tamanho das fibras musculares observadas com o
auxilio da bidpsia muscular constituiu um importante achado nos casos de distrofia
muscular e um dado relevante que ajudou na confrontagdo com outros tipos de distrofias.

Em nossa analise foram utilizados fragmentos do musculo vastus lateralis em todas
as bidpsias realizadas. Segundo alguns autores o aumento das panturrilnas e de outros
determinados musculos é progressivo nos estagios iniciais da doenca, porém a maioria dos
musculos, mesmo os pseudo-hipertrofiados de inicio, acaba diminuindo de tamanho; apenas
0s gastrocnémios e, em menor extensdo, 0s vastus lateralis e deltides continuam grandes,
peculiaridade que pode chamar atencdo antes que a fraqueza se evidencie (ADAMS;
VICTOR; ROPPER, 1997; ZATZ, 2002).

Neste trabalho, reforcamos os achados da anélise do tecido marcado com ATPase

4,6, onde as fibras musculares esqueléticas do tipo | apresentaram didmetro menor e area
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maiores que aqueles observados para as fibras tipo Ila e Ilb, porém sempre com valores
muito proximos. Estes eventos, que comumente ocorrem para um tecido especifico, sdo
gerados por uma diversidade protéica e podem envolver mecanismos regulatorios de
expressao génica (MUTONI; TORELLI; FERLINI, 2003).

Na mesma linha de observacgéo, verificamos que as fibras musculares do tipo Ilb
apresentaram o didmetro menor e a area aumentados com relacdo as fibras do tipo lla,
porém, as fibras do tipo llb sdo as mais afetadas nessa doenca e onde o processo de
proliferacdo adiposa foi mais proeminente. Alguns autores abordam sobre os ciclos de
necrose e reparo que ocorrem nos musculos distroficos, culminando com a destruicdo das
fibras musculares e substituigéo adiposa (KAPSA, KORNBERG, BYRNE, 2003).

No contexto geral, o didmetro menor e a &rea das fibras musculares esqueléticas do
vastus lateralis de todos os pacientes acompanhados, apresentaram-se menores que 0S
resultados encontrados na literatura para pessoas normais, repercutindo na qualidade de
vida dos pacientes afetados (ADAMS; VICTOR; ROPPER, 1997; PICCININNI; FALSINI;
P1ZZ1, 2004)).

A biopsia muscular, mesmo sendo, considerada um exame invasivo, deve ser
indicada se ndo for encontrada a delecdo no gene da distrofina, se ndo houver historia
familiar ou em criangas que sdo casos isolados, nas fases iniciais, para um diagnostico
diferencial entre DMD e DMB (ZATS, 2002; MUNTONI; TORELLI; FERLINE, 2003;

DAY et al., 2005).
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7. CONCLUSOES

e A anélise histoquimica possibilitou a caracterizacdao de trés tipos de fibras: I, lla e

Ib.

e As fibras musculares tipo Ila foram as mais acometidas com relacdo aos parametros

morfométricos (didmetro menor e a area total).

e As fibras musculares tipo Ilb foram percentualmente as mais acometidas com

relacdo as demais fibras estudadas.

e As fibras musculares do tipo | foram predominantes em todos o0s pacientes

estudados.

e A histoquimica e a morfometria demonstraram ser ferramentas importantes no

auxilio do diagndstico deste tipo de doenca.
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9. ANEXOS
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