INTOXICACOES POR INSETICIDAS

MICRODISSECCAO DE NERVOS E HISTOQUIMICA DE MUSCULOS EM 10 CASOS

LINEU CESAR WERNECK *
EDISON MATOS NOVAK **

As intoxicag¢Ges cronicas por inseticidas podem produzir diversas manifestages
no sistema nervoso central e periférico, tais como neuropatias motoras puras
e mistas, mielopatias e lesbes de nervos cranianos2. O mecanismo das lesdes
depende do tipo de inseticida empregado, dose absorvida, tempo de exposicio
e forma de intoxicagdo 25,18,

Estudos experimentais de intoxicagdes por inseticidas demonstraram desmie-
linizagdo dos nervos periféricos 1.2:24, porém encontramos poucas descri¢des de
estudos morfologicos de bidpsias, apesar do grande niimero de relatos clinicos 12.

No presente trabalho nos propomos a estudar os nervos periféricos e miis-
culos de pacientes com intoxicages cronicas e que apresentaram neuropatia.
Utilizaremos a técnica de microdissec¢do de nervos a fim de tentar verificar o
tipo de desmielinizacio e se a mesma é secunddria & degeneracdo axonal ou
segmentar, além de estudos rotineiros em parafina e histoquimica de musculos.

MATERIAL E METODOS

O estudo abrangeu 10 pacientes que apresentavam intoxicagio crdnica por inse-
ticidas e cujas manifestagdes clinicas j4 foram descritas em trabalho anterior 12.
Nenhum destes doentes apresentava sinais clinicos e/ou alteragdes laboratoriais compa-
tiveis com outra etiologia para a sua neuropatia. Os critérios utilizados para o
diagnéstico também j4& foram descritos em trabalho anterior 12 (contacto frequente
com inseticidas, sintomatologia diretamente relacionada & exposjcio aos compostos,
exclusfio de outras etiologias, evidéncia de melhora dos sintomas quando os doentes
sfo afastados do meio ambiente original e presenga de niveis elevados de inseticidas
em sangue, urina e/ou gordura). A idade, sexo, tipo de inseticida encontrado e as
manifestacdes clinicas estdio relacionados na tabela 1. Dos 13 pacientes originais 12,
somente oito foram submetidos a bi6psia do nervo sural. Ulteriormente foram inclufdos
dois novos casos,

Em todos os pacientes foi realizada bidpsia do nervo sural na regido supra-maleolar,
conforme técnica descrita por Dyck e Lofgren 8. O {fasciculo do nervo foi fixado
em glutaraldeido a 2% durante 10 minutos sendo, a seguir, lavado repetidas vezes
em solugdo tamp#io de fosfato com pH 7,4 e posteriormente fixado em tetréxido de
6smio a 1% por 3 horas, Logo apés o nervo foi mergulhado em glicerina a 33%
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**Médico voluntdrio, Trabalho apresentado no VIII Congresso Brasileiro de Neurologia
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por 24 horas e mantido em estufa a 450C. Apé6s este perfodo, foi trocada a concen-
tracio da glicerina para 66% e mantido nas mesmas condi¢gdes por mais 24 horas.
Finalmente passou para glicerina a 100% por mais 24 horas a 4560C sendo, a seguir,
arinazenado a 00C em glicerina a 100% ou dissecado em seguida 5.

A microdisseccfio foi realizada com pingas curvas especiais, com auxilio de micros-
cOpio estereoscépico, sendo o nervo dissecado até se obter somente uma ou daus
ﬁbras’ as quais foram transferjdas para uma limina de vidro e montadas em meio
de Zeiss 6. Para a classificagio das fibras utilizou-se o0s parAmetros descritos por
Dyck 6.

Os nervos dos casos 1, 2, 3, 5, 7,8, 9 e 10 foram também submetidos a cortes
apdés inclusdo em parafina e corados pela hematoxilina-eosina, tricromo de Gomori e
hematoxilina-fosfotungstica.

Foram também estudados os miusculos dos pacientes 2, 3, 5 6, 7, 8 9 e 10,
corados pela hematoxilina.—eosina’ tricromo de Gomori modifjcado por Engel e Cunninghan,
“oil red 0", P.A.S. e submetidos aos estudos histoquimicos pela DPNH-diaforase,
fosfatase Acida e alcalina, ATPase alcalina (pH 9,4) e 4cidas (pH 4,3 e 4,6), esterase
inespecifica e miofosforilase, conforme técnicas rotineiras de histoquimica utilizadas
em nosso laboratério e descritas na literatura 4,

RESULTADOS

Foram estudados 7 nervos pela histologia rotineira, sendo que trés deles foram
normais, Em quatro pacientes (casos 2, 7, 8 e 10) existia fibrose fascicular, com
fasciculos totalmente desmielinizados e alargamento das bainhas de mielina em certas

areas, o que corresponde a fibra tipo G encontrada na microdisseccdo (Tabela 2 e
figura 1),

Em 9 casos em que foi possivel efetuar a microdissecgfio, seguindo a classificag#o
de Dyck, encontramos anormalidades em todos os nmervos. O caso 7 apresentava fibrose
total do nervo e n#o encontramos qualquer estrutura semelhante a bainhas de mielina’
sendo invidvel a microdissecciio. Este caso corresponde ao doente mais afetado clinica-
mente. Nos casos restantes encontramos as seguintes alteracdes: diminuicfio de fibras
A 4+ B em 9 casos; fibras C aumentadas em 8 casos; fibras D aumentadas em 7
casos; fibras E aumentadas em 3 casos: fibras F aumentadas em 4 casos: fibras G
aumentadas em 6 casos.

Encontramos grande proporgéio de fibras tipo C em 8 casos, o que traduz alteragéio
nos internodos, bem como do tipo D, com significado semelhante (regeneragfio). Somente
em trés casos verificamos alteragées de fibras tipo E (degeneracdio axonal) e em quatro
casos, alteragbes de fibras tipo F (que corresponde a degeneragdo segmentar). Q
aspecto mais importante foi o encontro de seis casos com aumento de fibras do tipo G.
significando regeneracéio e proliferacio importante da bainha de mielina e, possivel-
mente, alargamento do axomnio (Figs. 2, 3, 4 e 5).

A maioria dos casos apresentava intoxicagfo por inseticidas do grupo organoclorado
(8 em 10 casos), um caso de organofosforado (1 em 10) e um caso de ambos (1 em
10). Neste tltimo, os niveis de organofosforados eram muito maiores que de organo-
clorados. Pelo nimero reduzido de pacientes n#o foi possivel comparar as alteraces
produzidas pelos dois tipos de inseticidas separadamente,

Em 8 pacientes (casos 2, 3,5 6,7 8 9 e 10) foram estudados os misculos, com
as bidpsias incluidas em parafina e por histoquimica, tendo sido encontrado excesso
de fibras angulares, variagdo no diAmetro das fibras, agrupamento de fibras atréficas,
discreta reagfio inflamatéria focal, presenca de e¢grouping” de fibras do mesmo tipo
e fibras em alvo (“targets”) (Fig. 6). Em alguns casos (0s mais comprometidos)
existia atrofia importante, mostrando agrupamento de fibras atréficas, infiltragio por
tecido adiposo e proliferagio de tecido conjuntivo (Fig. 7). Estes achados s#io
compativeis com denervagdio e, eventualmente, reinervagdio. Dos 8 maGsculos examinados,
6 estavam alterados e 2 foram normais (escolhido musculo proximal para a biépsia,
que estava pouco ou nada alterado clinicamente),
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COMENTARIOS

No estudo de nervos em neuropatias através dos métodos histologicos
rotineiros ha dificuldade em visualizar uma mesma fibra por um segmento ade-
quado. Como um neurénio sensitivo periférico pode ter até 1,8 m de compri-
mento por 0,00001 m de didmetro, o estudo convencional ndo permite avaliar
mais do que alguns micrometros em corte transversal e raramente um segmento
adequado em corte longitudinal; além disso esta metddica nao permite apreciar
quantitativamente as alteracdes que se produzem nos internodos e regides para-
nodais das fibras menores.

A microdissec¢do permite o estudo de uma mesma fibra numa extensdo de
até 2000 micrometros, avalia as alteragdes nos internodos e os tipos de desmie-
linizagdo que ocorrem nestes nervos; este método ndo é recente, tendo sido
utilizado por Remak, Kolliker, Gombault e Cajal s.

Com a microdissec¢do de nervos, verificamos que as degeneractes da mielina
sdo divididas basicamente em axonal (quando o distirbio é no axoénio) e
segmentar (no caso de alteragdo da célula de Schwann). A degeneracdo axonal
€ devida a uma degeneracdo neuronal que determina a formagio de “ovodides”
e fragmentacdo da mielina. Ocorre nas doengas do neurdénio motor inferior,
herpes zoster, neuropatias dos carcinomas, diabete mellitus, pelagra, mieloma
multiplo, intoxica¢bes por tri-orto-cresil-fosfato, deficiéncia de vitamina B12, de
tiamina, acido pantoténico e vitamina E ¢, Este tipo de degeneragcdo € repre-
sentado na microdissec¢do por aumento de fibras dos tipos B, C e, especial-
mente, E.

Com a cronicidade do processo ocorrerd desaparecimento progressivo das

bainhas de mielina, determinando atrofia axonal distal. Pode ocorrer remieli-
nizacdo e proliferacdo de células de Schwann, formando fibras em “casca de

Fig. 1 — Caso 10. Corie histolégico de mervo sural (iricromo de Gomori,
400X, observando-se aumento do tecido comjuntivo intersticial e
alargamento das bainhas de mielina. A — corlte transversal;

B == corte longitudinal).
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Fig. 8 — Caso 4. Microdissec¢@o do mervo Sural (200X) de duas fiprys.
A sequéncia da fibra (a, c, e, g, 1) mostra alteragdes do tipo D 3
a sequéncia da outra fibra (b, d, [, h, j) mostra alteracses

do tipo B.

Fig. 3 — Caso 3. Microdissec¢do do mervo sural (200X) de uma mesma
fibra, mostrando a sequéncia de a-g com alteragdes do tipo F,
bem evidente no segmento c, com diminuicdo da distdncia emire

08 nédulos de Ramvier e reducdo do calibre,
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Fig. 4, — Caso 5. Microdissecedo do mervo sural (200X) de quairo fibras,
mostrando areas com auséncia completa de bainha de mielina e
regides com alargamento da mesma, principalmente na sequéncia

i, i, k, 1, com alteragdes do tipo G.

21
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Fiy. 5§ — Caso 6. Microdissecedo do mervo sural (200X) de quatro fibras
mostrando alteracdes do tipo C mos segmentos e, f, g, h, q,
r, 8 t. Note-se grandes extensdes de axbénio desprovido de
bainha de mislina e dreas com dilatacdo e alargamento da mieling.
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em A (DPNH-diaforase,

Histoquimica de musculo gastrocnemio:
(200X), mostrando fibras escuras, angulares, com formag¢do de alvos (setas);

Fig. 6 — Caso 10.

E

em B (esterase inespecifica, 100X), mostrando fibras angulares escuras (sef‘as )

em C (ATPase pH 9,4, 100X), revelando predomindncia e “grouping” de fibras

tipo I (claras); em D (ATPase pH 4,3, 100X), revelando “grouping” de fibras
tipo I (escuras), sendo as fibras tipo II claras nesta reaghio (setas )
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Fig. T — Caso 8. Histoquimica de musculo quadriceps, motando-se grupos de
fibras atréficas, ao lado de fibras hiperiréficas, aumento do tecido
conjuntivo intersticial e infiltracdo por tecido adiposo. As fibras hiper-
tréficas apresentam ocasional divisGo (spliting). Em A ,tricromo de
Gomori modificado, 200X; em B, DPNH-diaforase, 100X; em C. ATPase
pH 4,6, 100X; em D, fosfatase alcalina, 100X, g¢om ocasional fibra
positiva (escura) e atividade mormal mo tecido conjuntivo intersticial.

cebola”ts.  Ocorre excessiva variacdo no comprimento do internodo e no seu
didmetro. De internodo em internodo existe grande variacdo na espessura da
bainha de mielina. Em alguns nervos, cada fibra dissecada pode ter de 4 a
6 mm de extensdo com auséncia de mielina. Estas alteracdes estdo presentes
na atrofia peroneal progressiva, atrofia muscular proximal juvenil, ataxia de
Friedreich, degeneragdes espino-cerebelares, neuropatia sensitiva dominante tipo
I, neuropatia sensitiva recessiva tipo Il (Riley-Day), neuropatia espastica e
atrofia peroneal, doenca de Fabry, deficiéncia de alfa e beta lipoproteinas,
doenca de Dejerine-Sottas e doenca de Refsumé. Representam principalmente
as fibras dos tigos G e D.
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Por outro lado, quando a célula de Schwann é lesada, as alteracdes na
microdissec¢do sdo representadas por fibras do tipo F, formando as desmielini-
zagOes segmentares. Nestas condi¢oes, os internodos sdo mais curtos, as fibras
de didmetro menor, os segmentos internodais menores, intercalados entre as
fibras normais. Existem dois tipos de desmielinizagdo segmentar, sendo que
em um a anormalidade € seletiva da célula de Schwann (leucodistrofia meta-
cromatica, doenca de Krabbe, doenca de Refsum, doenca de Dejerine-Sottas,
difteria, encefalites alérgicas experimentais, lesfes secunddrias a vacinacdes e
desmielinizagbes dos plexos braquial e lombar); no outro tipo, o processo bésico
estd no proprio axdnio, com retragio segmentar do mesmo e com diminuicdo
total do volume da bainha de mielina, tudo constituindo a chamada degeneracio
segmentar secunddria a degeneracdo axonal, que pode ser encontrada na
uremia 7.1, Quando o processo axonal é cronico, este tipo de alteragdo aparece
com maior frequéncia, ao contrario dos processos agudos, como na degeneracio
Walleriana.

Baseados nos critérios descritos acima e nos resultados obtidos na micro-
disseccdo de nossos casos, podemos afirmar que encontramos atrofia axonal
com degeneracdo segmentar secunddria em seis dos nove casos dissecados,
pelo excessivo aumento de fibras tipo G, aumento considerdvel de fibras tipo F
e aumento importante de fibras tipos C, D e E. O aumento de fibras tipo F
e D refletem regeneracdo. Portanto, os inseticidas organoclorados parecem
atuar principalmente nos axonios, tendo as células de Schwann papel secundario
na patogenia.

Nao encontramos na literatura consultada estudo semelhante e, portanto,
as comparagdes somente podem ser feitas com os experimentos animais e com
estudos histologicos rotineiros. Com o DDT foi verificada a presenca de
degeneracdo e destruicdo das células motoras do corno anterior da medula 2.
Ao usarem compostos organofosforados, alguns autores encontraram desmieli-
nizacdo nos nervos periféricos, mais importante na porg¢do distal dos membros,
desmielinizacdo com fragmentag¢do da mielina e moderada degeneragdo afetando
os neurdnios do corno anterior da medula 14,

Nas intoxicagdes industriais por acrilamide e N-butil-metil-cetona foram
relatadas alteraghes similares as encontradas nos nossos pacientes, referindo
intumescimento focal da bainha de mielina, principalmente nas porcoes para-
nodais e através de microscopia eletronica os autores concluindo se tratar de
alteragdes secundarias ao fendmeno de- “dying back”s. Estas duas substincias
sdo utilizadas para reproduzir experimentalmente o fendmeno de “dying back”,
isto €, disfungdo distal do axOnio por interferéncia no mecanismo troéfico, oriundo
de sua por¢do proximal, que tem origem no corpo do proprio neurdnio, células
de Schwann, ax6nio ou no fluxo axoplasmico 3.

Quanto aos misculos, como ocorre em qualquer neuropatia, as alteraghes
sdo secundérias 4 denervagdo. Encontramos na literatura somente uma referéncia
a biopsia muscular em intoxicagdo por inseticidas 11, onde Namba e col. relatam
atrofia por denervagdo. Existem trabalhos experimentais utilizando produtos
organofosforados nio-inseticidas, demonstrando que o excesso de acetilcolina
no miusculo leva a uma miopatia com necrose de certas fibras, com infiltrado
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inflamatorio 9,10, Estas altera¢ées ndo ocorrem se o nervo € previamente sec-
cionado, postulando a existéncia de um fator patogénico central, mediado pela
acetilcolina 9,10,

Portanto, acreditamos que as intoxicagGes cronicas por inseticidas interferem
no metabolismo dos neurdnios, determinando alteragdes no seu axodmio, 0 que
leva a uma neuropatia periférica distal, com desmielinizacdo e disfun¢io secun-

daria das células de Schwann. Pela cronicidade do processo pode ocorrer
remielinizacdo ou lesdo completa do nervo, com fibrose. A lesdo muscular é
secundaria a denervacgdo, como ocorre com qualquer outra polineurite.

RESUMO

E relatado o estudo de nervo sural e misculos em 10 pacientes com
intoxicagOes cromnicas por inseticidas organoclorados e organofosforados, sendo
utilizadas técnicas de microdissec¢do de nervos e histoquimica de misculos.
Foram estudados os nervos surais de 9 pacientes por microdissec¢do, tendo sido
encontrado anormalidades em todos, predominando a presenca de fibras dos
tipos C, D e grande quantidade de fibras G, conforme a classificagio de Dyck;
o nervo do décimo paciente apresentava-se totalmente desmielinizado. Em 8
casos foram estudados musculos com inclusdo em parafina e por histoquimica,
sendo encontrada denervacdo em seis; os restantes eram misculos normais. Os
autores concluem que o processo atua predominantemente nos axoénios, provo-
cando degeneracdo axonal distal, com fendmeno de “dying back”.

SUMMARY

Insecticides intoxication: a nerve teased fibers preparation and muscle
histochemistry study in 10 cases.

A sural nerve and a muscle biopsy study of patients with chronic insec-
ticides poisoning, with teased fiber preparations, routine pathologic studies of
nerves and histochemistry of muscle is reported.

The sural nerves of ten patients were studied and a teased fiber prepa-
ration was done in nine. The tenth patient had only fibrosis and no myelin
was found. The sural nerves were abnormal in all patients and the teased
fiber preparation resulted in preponderance of type C, D and large amount of
G type fibers, according to Dyck’s classification. These fibers had enlargement
of the axon and myelin sheat, also seen in routine sections. The muscle biopsy
with routine and histochemistry methods was done in 8 cases; in 6 there was
found signs of denervation; the remaining cases were normal, but these were
proximal muscles, Te authors conclude that the process primarly interfere
with the functions of the axons, with distal axonal degeneration and a dying
back phenomen.
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