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DETERMINACAO IMUNOHISTOQUIMICA DA PRESENCA DE CELULASMIOIDES
EM PACIENTESSUBMETIDOSATIMECTOMIA

DETERMINATION OF THE PRESENCE OF MYOID CELLSIN THE THYMUS BY
IMMUNOHISTOCHEMISTRY AFTER THYMECTOMY FOR MYASTHENIA GRAVIS
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RESUMO: Objetivo: Detectar e quantificar células midides em timos de pacientes com miastenia grave, estabelecendo
possivel correlagéo entre a quantidade de células midides com varidveis demogréficas e clinico-patoldgicas. M étodo: Foram
analisados por meio de método imuno-histoquimico com anticorpo antidesmina (clone D33; marca Dako), timos de 22
pacientes (16 mulheres e seis homens, entre 12 e 61 anos) submetidos a timectomia, entre 1981 e 1995, no Servigo de Cirurgia
Torécica do Hospital Helidpolis como parte do tratamento de miastenia grave. Resultados: As maiores médias de células
midides foram encontrados em timos dos pacientes da raca negra (29,4:17,8), do sexo feminino (23,2:13,0) e com faixa
etaria entre 60 e 80 anos (média de 33,0). Pela classificagdo clinica da Fundacdo de Miastenia Grave da América (MGFA), a
maior média de células midides (26,7) encontra-se na classe Illa, sendo do tipo histoldgico de hiperplasia verdadeira (média
42,0). As células mioides foram identificadas em 11 timos com hiperplasia linféide, trés hiperplasias verdadeiras e em quatro
timos normais. Os timomas malignos (trés) e um timo normal néo apresentaram células midides. Conclusdo: As células
midides podem ser identificadas e quantificadas pelo método imuno-histoquimico com anticorpo antidesmina, porém né&o
existe correlacéo entre a quantidade de células midides e as variaveis demogréficas, clinico-patoldgicas. Elas ndo foram
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identificadas no timoma fusocelular.

Descritores: Células midides; Timos; |munohistoquimica.

INTRODUCAO

O primeiro relato sobre arelagdo damiasteniagrave
com o timo foi feito por Oppenheim em 1899, que em uma
necropsia, notou um tumor de mediastino (linfossarcoma) em
paciente com sintomas similares ao que, posteriormente, foi
denominado miasteniagrave'?. Buzzard (1905) em umaandli-
se clinico - patoldgica de pacientes miasténicos, observou
hiperplasia timica e infiltragdo de linfocitos nos musculos
esquel éticos®. Estudo anatomopatol 6gico de timos de pa-
cientes miasténicos, confirmou as alteracbes patoldgicas e
verificou que 70% dos timos dos pacientes apresentaram
hiperplasiafolicular linfoide, 10% de timomae 20% deatrofia
timicat.

Estudos do mecanismo auto-imune da placa
motora e sua relacdo com a patogénese da miastenia
grave, serviram de base para os trabalhos que investiga-
ram as células primordiai s timicas de humanos e animais>®.
As células midides foram reconhecidas e sugeridas como
provaveis elementos que reagiriam com anticorpos
antimusculo °°.

As origens e as funcbes das células midides na
patogénese da miastenia grave ainda sdo controversas e re-
presentam umaquestéo abertanaliteraturameédica. Haobser-
vacdo demaiscéulasmididesem timos miasténicosem uma
analise comparativa de timos miasténicos e ndo miasténicos,
mas ndo ha confirmagéo da hipotese de auto-sensibilizacdo

das células midides pois ndo houve diferenca em suas quan-
tidades nos dois grupos de 47 pacientes com miasteniagrave
e 15 controles embora as cél ul as dos mi asténicos apresentas-
sem mais receptores de acetil colina**2,

A utilizag8o de anticorpo antidesmina mostrou-se
mais apropriadaaidentificago das células mididesem razéo
da maior quantidade de desminado que de mioglobina en-
contradas nas células mididest®4,

Diante desses fatos, propusemo-nos a detectar e
quantificar por meio do método imuno-histoquimico com
anticorpo antidesmina, células midides e estabel ecer a pos-
sivel correlacdo entre a quantidade de células midides por
unidade de éreaem cortes histol 4gicos de timos e variaveis
demogréficas, clinicas e patol 6gicas nos timos dos pacien-
tessubmetidosa timectomia paratratamento de miastenia
grave.

METODO

A casuisticafoi composta de 22 pacientes encami-
nhados pelo Departamento de Neurologia e Neurocirurgia
do Hospital Heliopolis e submetidos a timectomia, entre
1981 e 1995, no Departamento de Cirurgia Torécicado Hos-
pital Helidpolis como parte do tratamento de miastenia
grave.

Os pacientes deste estudo constituiram-se de 16
mulheres (73%) e seishomens (27%). O paciente maisjovem
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tinhal2 anose o maisidoso 61 anos, amédiafoi 28,9 anose
a medianade 26,5 anos. O maior grupo erafeminino, nafaixa
etéria de 20 a 40 anos. A maioria dos pacientes era daraca
branca, 17 casos (77,3%), e cinco daraga negra (22,7%). O
diagndstico de miastenia grave foi realizado no Departa-
mento de Neurologiae Neurocirurgiado Hospital Helidpolis,
Hosphel, SP, baseado na histéria clinica, nos achados dos
exames fisico- neuroldgicos, estudo eletroneuromiogréfico
e teste de anticolinesterase com cloreto de edrofénio
(Tensilon ). A gravidade do quadro clinico e os sintomas
destes pacientes foram avaliados e classificados, segundo
critérios da Fundacéo de Miastenia Grave da América
(MGFA)® (Quadro 1). A distribuic&o é apresentada, confor-
meaTabelal.

Os diagnésticos histol6gicos foram: timo nor-
mal (22,8%), hiperplasia verdadeira (13,6%), hiperplasia
linféide (50%), etimomamaligno (13,6%). Ostimomasforam
classificados de acordo com a proposicdo de Masaoka e
Monden?®: dois encontravam-se em estadio |1 e um paciente
emestadio l.

Tabela 1 - Pacientes, segundo a classificacdo clinica da
Fundac&o de Miastenia Grave da América (MGFA)*®

MGFA NUmerodepacientes (%)
I 0 00
Ila 1 45
b 2 91
Ia 7 319
b 7 319
IVa 4 181
Vb 1 45
Y, 0 00
Total 22 100,0

Cortes histol 6gicosdetecido timico fixadosem formol
a10% e emblocados em parafinaforam montadosem laminas
previamente silanizadas (3-aminopropiltrietoxisilano, marca
Sigma). Apos a deparafinizacéo e reidratagdo, foram

Quadro 1 - Classificagéo Clinica da Fundagédo de Miastenia Grave da América (MGFA)®.

CLASSE | Qualquer fraqueza do muscul o ocular.
Fragueza ao fechamento ocular.
Forganormal em outros miscul os.

CLASSEIN Fraguezamenor em outros muscul os, além do muscul o ocular .
Fraqueza do musculo ocular de qualquer gravidade.

Ila Predominantemente, acometendo muscul os dos membros, tronco ou ambos.
Menor envolvimento dos muscul os da orofaringe.

b Predominantemente, acometendo muscul os da orofaringe, respiratdrios ou ambos.
Menor envolvimento dos muscul os dos membros, tronco ou ambos.

CLASSE I Fraqueza moderada em outros muscul os, a ém do musculo ocular.
Fraqueza do miscul o ocular de qualquer gravidade.

Ia Predominantemente, acometendo muscul os dos membros, tronco ou ambos.
Menor envolvimento dos muscul os da orofaringe.

b Predominantemente, acometendo mUscul os da orofaringe, respiratorios ou ambos.
Menor envolvimento dos musculos dos membros, tronco ou ambos.

CLASSEIV Fraqueza acentuada, acometendo outros muscul os além do musculo ocular.
Fraqueza do misculo ocular de qualquer gravidade.

IVa Predominantemente, acometendo muscul os dos membros, tronco ou ambos.
Menor envolvimento dos muscul os da orofaringe.

Vb Predominantemente, acometendo mUsculos da orofaringe, respiratorios ou ambos.
Menor envolvimento de musculos dos membros, tronco ou ambos.

CLASSEV Intubac&o com ou sem ventilagdo mecénica, exceto quando usado no manejo rotineiro de pos-operatério.
O uso de sonda nasogéstrica sem intubagdo coloca o pacienteem CLASSE IV b.
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imunocorados utilizando-se 0 método do complexo
streptavidina-biotina-peroxidase (kit LSAB+, Dako). O blo-
gueio da peroxidase endégenafoi acancado, lavando-se as
I&minas com agua oxigenadaa 3% e arecuperagao antigénica
por calor imido em panela de pressdo, incubando-se por
sei's minutos em tampéo citrato 10mM, pH 6,0. O anticorpo
primério usado foi o antidesmina (clone D33; marca Dako,
diluido a1/200), incubado por 12 horas a umatemperatura
de8°C. A reacdo foi revelada, utilizando-se diaminobenzidina
(marca Sigma) como substancia cromégena. Aslaminas fo-
ram contra-coradas com hematoxilina de Carazzi,
desidratadas e montadas. A avaliacdo dos resultados foi fei-
ta, contando-se o nimero de células coradas positivamente
pelareagdo imuno-histoquimicaem microscopio optico con-
vencional. As células mi6ides foram definidas como estrutu-
ras celulares alongadas, isoladas ou em pequenos agrupa-
mentos, coradas em castanho. Foi tomado cuidado para ndo
se confundir com pequenos vasos, cujas paredes, eventual-
mente, poderiam estar coradas pela reacdo imuno-
histoquimica. As|&minasforam examinadas al eatoriamente
em campo de pequeno aumento para definir-se a érea de
maior concentragdo das células midides (* hot spots’). A se-
guir, passou-se a contagem propriamente ditaem campo de
200x. Osresultados foram expressos como o himero de célu-
las miGides por area de maior concentragéo “hot spot” em
campo de 200x.

Testede Mann - Whitney foi empregado paracom-
parar o nimero decélulasmididesemrelacdo aracae sexoe
a andlise de variancia por postos de Kruskal - Wallis para
comparar o nimero de células midides no timo em cada tipo
histol égico. Fixou-se em 0,05 ou 5% (a < 0,05) o nivel de
rejei¢cdo da hipotese de nulidade, assinalando-se com um as-
terisco o vaor significante.

RESULTADOS

Foi feitaaandlise da contagem das células miéides
nos timos com o diagndsti co andtomo-patol 6gi co de normal,
hiperplasiaverdadeira, hiperplasialinféide etimomamalig-
no. A correlagdo com as diferentes variaveis € descrita a
Sseguir.

As células midides foram mais freqlientes na raga
negra(médiade 29,4) que naracabranca(médiade 17,8), mas
esteresultado ndo foi significante (p =0,78) .

O numero de células midides ndo variou
significantemente segundo o sexo (p= 0,24) mas o grupo femi-
nino apresentou maiscélulas midides, em média de 23,2 con-
tra 13 encontradas no grupo masculino (Tabela 2).

Tabela 2 - Nimero médio de células midides em timos de
pacientes miasténicos, segundo a faixa etaria.

Idade emanos NuUmerodepacientes Médiadecdulas

0-20 5 24
20 -40 14 217
40-60 2 00
60—-80 1 330
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Tabela 3 - Correlacdo entre o nimero médio de células
midides em timos de pacientes e a classificagéo clinica da
Fundacéo de Miastenia Grave da América (MGFA)™.

MGFA Numerodepacientes Médiadecéulasmidides

I 0 00
Ila 1 00
Ib 2 85
Ila 7 26,7
b 7 210
IVa 4 195
Vb 1 200
\% 0 00

Os valores médios das células midides (Tabela 3)
mostram uma predominancia no grupo de pacientesdaclasse
clinicalll_, e apresentam um valor médio das células mioides
de 26,7.

A colorag&o pelo método imuno-histoquimico com
anticorpo anti desmina, evidenciou as células midides nos
cortes histol 6gicos de timo normal, hiperplasia verdadeira e
hiperplasialinféide. Estavam distribuidas naregi&o medular,
as vezes, natransicdo corticomedular predominamente em
torno dos corpuscul os de Hassall , embora pudessem ser en-
contradas isoladas e de modo irregular pel os tecidos. As are-
ascommaior densidade podiam ser verificadas em qualquer
campo dentro dos limites dos cortes histolégicos (Figura 1).

N&o foram encontradas células midides nos cortes
histol 6gicos de timomas malignos e em um paciente com timo
normal (Tabela4).

DISCUSSAO

Nesta casuistica, a andlise histol dgica coincide com
aliteratura”*8. O timo eranormal em 22,8% dos casos e em

.-ﬁ - - W — "‘1.' L bl " ] - [ W :GII
---IﬂI & e o T .E."E - ,'.‘:- = ]
L - Ty, ‘* .

Figura 1 - Microfotografia de reagdo Imuno-histoquimica com
anticorpo antidesmina para demonstrar aspecto citolégico das célu-
las midides em hiperplasia linféide. Verifica-se a conformagéo
fusocelular (seta fina), com nicleo excéntrico (seta grossa) e distribui-
¢8o em torno do corplsculo de Hassall (estrela) (Hematoxilina-Eosina,
aumento de 400 X).
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Tabela 4 - Nimero de células midides segundo o tipo histoldgico do timo.

TipoHistolégico NUumerodeCéulas Média DesvioPadr&o Mediana
Timonormal 0,21,33,35,37 252 138 3B
Hiperplasiaverdadeira 17,24,85 L 305 24
Hiperplasialinféide 6,6,10,13,15,17, 19, 20, 22, 33,36 179 93 17
TimomaMaigno 0,0,0 0 0 0

77,2% havia dteragdotimica 13,6% eram timomase 63,6%
eram hiperplasias.

A severidade clinica da miastenia grave é, geral-
mente, medida pel o grau de acometimento funcional e pelos
locais afetados. A classificag8o utilizada com maisfrequén-
cia naliteratura € baseada no trabalho de Osserman ou de
suamodificacdo! Esta classificagdo tem sido criticada por
ser subjetivae sub quantificar os sinais e sintomas por in-
clusdo na evolucdo clinica, categoria de atrofia muscular e
forma neonatal de miastenia®. Para melhor avaliar e
quantificar aintensidade clinicaparaaanalise comparativa,
gue seria Gtil para vérias intervencdes terapéuticas utiliza-
das em estudos de miasteniagrave, a Fundagdo de Miastenia
Grave daAmérica- MGFA?®® elaborou umanovapropostade
classificagdo (Quadro 1) que foi usada neste estudo. Se-
guindo a classificagdo, a maioria dos pacientes do presente
estudo situou-se naclasselll (63,8%). Tivemosdividassea
guantidade de células mididesinfluenciao estadiamento cli-
nico da miastenia grave. Achamos dgue hé influéncia das
células midides namiastenia grave, mas pelaobservacdo de
nimero médio maior na classe Il estatisticamente ndo
significante consideramo-nos impossibilitados de fazer tal
correlagdo. Sera que tivemos maior nimero de células por-
gue a maioria dos pacientes encontrava-se no estadio |11 ou
foi estaquantidade maior que definiu aclassificagéo clinica?
Esta talvez seja uma linha de investigacdo futura
correlacionando o nimero médio de células midides com a
classificag&o clinica e progndstico.

A classificagéo histol 6gicado timo adotada no es-
tudo facilitou a melhor andlise pela diferenciacdo das
hiperplasias®. Nestas, 0 maior nimero médio de células
mioidesfoi encontrado no tipo verdadeiro, emboraa maio-
ria dos timos seja do tipo linféide, fortalecendo aidéia de
separar 0S grupos, ao invés de agrupé-los somente como
hiperplasias, distingdo histologicatambém observadaem
outros trabalhos™2.

Na literatura, varios métodos sdo referidos para
evidenciar ascélulas midides em timos humanos e de ou-
tras espécies. hematoxilina, hematoxilina e eosina, &cido
periddico de Schiff (PAS), hematoxilina de &cido
fosfotungstico (PTAH), anticorpo antimioglobina e
anticorpo antidesmina®101416.22-2¢  preferimos utilizar
marcador imuno-histoguimico antidesmina com base nos
relatos da literatura que demonstraram melhor identifica-
¢do das célulasmidides em razdo da grande quantidade de
desmina existente nelas'*4. As células midides sdo
desminapositivas e, raramente, positivas paramioglobina.
No presente estudo, as células mioidesforam identificadas
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e quantificadas em 18 pacientes (81,8%), sendo ausentes
em trés pacientes com timomamaligno e um paciente com
timo normal. Nosso resultado confirma que o anticorpo
antidesmina é melhor como método de identificagdo das
células mibides, pois conseguimos resultados similares aos
daliteratura*,

Nosso estudo apresentou trés pacientes com diag-
néstico detimomamaligno onde ndo foram observadas célu-
las midides. Ostrabalhos que apresentaram células midides
emtimomas, eram detipo histoldgico epitelial, masem nos-
so estudo eram do tipo fusocelular®. O tipo histolégico
fusocelular € o menosfreguiente do padréo celular encontra-
do nos timomas. Pela andlise de nossos resultados, ndo foi
possivel chegar a uma conclusdo sobre a influéncia de
timomas ou seus tipos histoldgicos nas células midides e
miasteniagrave, mas também ndo podemos negar aexistén-
ciade células midides em timomas baseados em relatos da
literatura.

Em um timo normal do presente estudo, ndo foram
identificadas células midides. | sto pode ser interpretado como
sendo um dos 10 a 20% dos pacientes miasténicos que ndo
apresentaram anti corpos anti-receptores de acetilcolinaao exa-
me de radioimunoensai 0®%. Apesar da néo deteccdo desses
anticorpos, suapresencajéfoi comprovada pelareproducéo
de miastenia grave, pela transferéncia passiva com o uso de
imunoglobulina do soro desses pacientes em ratos”%. As-
sim, podemos concluir que estes paci entes apresentam menor
guantidade de células midides, gerando menor quantidade de
anticorpo anti-receptor de acetil colinanéo detectével ao exa-
me ou apresentam receptor de acetilcolina tipo fetal que é
detectavel em até 7% dos pacientes®. Em nossa opinido, as
células midides sdo desencadeantes do processo auto-imune
culminando namiasteniagrave, fato estejadescrito. As célu-
|as mi 6ides apresentam doi stipos de receptores de aceticolina
(AChR), o fetal e maduro ou de adulto, dependendo dotipo e
ateracdo de algum fator influenciando direitamente as células
mioides (por exemplo, apoptose) ou os proprios AChR que
em certa quantidade podem gerar este processo. Demons-
trou-se que 0s pacientes miasténicos e ndo miasténicos apre-
sentavam quantidades iguais de células, mas os miasténicos
demonstraram sempre maior quantidade de anticorpo anti
AChR, confirmando os aspectos auto imunes de miastenia
grave e, em nossa andlise, as fontes desses anticorpos sdo
ascélulas miGides'®.

Os resultados observados permitem-nos concluir
queascéulasmidides podem ser identificadas e quantificadas
pelo método imuno-histogquimi co com anticorpo antidesmina,
ndo havendo correlacdo entre aquantidade de células miGides
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por unidade de &reaem cortes histol 6gicos detimo evaridveis
demogréficas, clinicas e patoldgica. No timoma do tipo
hi stol 6gi co fusocel ular em pacientes com miasteniagrave ndo
encontramos células midides identificaveis com anticorpo
antidesmina.

Apesar da pequena casuistica, nossos resultados
estéio em concordéncia comamaioriadosestudosdaliteratu-

ra relatados anteriormente, mas um trabal ho envolvendo uma
casuisticamaior e um método mais sensivel para identificar
estas células nostimomas, constitui-se em umalinhade pes-
quisa muito promissora. Assim, ser possivel esclarecer as
duvidas ainda persistentes como a influéncia e significancia
de células midides em pacientes ndo miasténicos e o porque
de sua ativag8o em miasteniagrave.

ABSTRACT

Background: To detect and quantify myoid cellsin thymus of patientswith myasthenia gravis, establishing possible correlation
between the amount of myoid cells and demographics, clinics, and pathological variables. Methods: thymic specimens of 22
patients (16 women and six men, age ranging from 12 to 61 years, were analyzed through immunohistochemistry with
monoclonal antibody anti- desmin (Dako - D33). They were submitted to tymectomy, between 1981 and 1995, in the Thoracic
Surgery Department of Hospital Helidpolis, Sdo Paulo, Brazl, as part of the treatment for myasthenia gravis. Results: The
largest mean valves of myoid cells were found in the thymus of patients from the black race (29.4: 17.8), female (23,2: 13,0)
and with ages between 60 and 80 years old (average of 33.0) years old according to the the clinical classification of the
Myasthenia Gravis Foundation of America (MGFA), thelargest average of myoid cells (26.7) wasfoundin classlll and being
thehistological type of True Hyperplasia (average42.0). The myoid cellswereidentified in 11 thymuswith Lymphoid Hyperplasia,
inthreewith True Hyperplasiasand in four with Normal thymus. The malignant thymoma (three) and a normal thymusdid not
present myoid cells. Conclusion: Themyoid cells can beidentified and quantified by the immunohistochemistry method with
monoclonal antibody anti- desmin, however thereis no correlation between the amount of myoid cells and demographic,
clinics, pathological variables. They were not identified in spindle cellstymoma.

KeyWords: Myoid cells; Thymus; Immunohistochemical.
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