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PADRONIZACAO NORMAL DAS FIBRAS NERVOSAS
INTRAEPIDERMICAS EM 30 VOLUNTARIOS SAUDAVEIS COM

PGP 9,5

Luciana Moura’, Acary Souza Bulle Oliveira?, Edmar Zanotel?,
Ricardo Cardoso®, Beny Schmidt®, Alberto Alain Gabbal®

RESUMO - O recente método de avaliagdo das fibras nervosas intraepidérmicas com o PGP 9,5 vem se mostrando de grande utilidade
no diagnéstico das neuropatias sensitivas de fibras finas, autondmicas e neuropatias periféricas subclinicas. Devido & variagdo da
técnica relatada na literatura é de fundamental importancia uma padronizag&o normal. Estudamos 15 homens e 15 mulheres com
média de idade de 34,5 anos. Em todos os voluntérios foi realizada biopsia de pele na porcao distal da perna. A média da densidade
linear das fibras nervosas intraepidérmicas foi 5,3/mm com mediana de 6,0 e desvio padréo de 1,94. Essa técnica possui um grande
niimero de vantagens em relagdo & biopsia de nervo convencional, € simples, pouco invasiva, reproduzivel e pode ser repetida no
mesmo paciente para avaliar progressdo da neuropatia e possiveis respostas terapéuticas.

PALAVRAS-CHAVE: biopsia de pele, fibras sensitivas finas, nervos intraepidérmicos, PGP 9,5.

Normal pattern of intraepidermal nerve fibers in 30 healthy volunteers with PGP 9.5

ABSTRACT - Skin biopsy has become an attractive technigue to evaluate the terminal regions of small nerve fibers. There is extensive
innervation of the skin by both sensory and autonomic fibers as demonstrated by staining for the pan-axonal marker PGP 9,5. The
normal pattern is fundamental before any study, since three different techniques described in the literature with different results.
Skin biopsy specimens of 3-mm in diameter were obtained from the distal leg of 30 healthy controls. Median intraepidermal nerve
fiber density was 5.3/mm. Skin biopsy may be a useful tool for assessing the topographic extent and degree of nerve fiber damage
in sensory neuropathies and may be particularly useful in experimental treatment trials for peripheral neuropathies since, in
contrast to standard nerve biopsy, the test can be repeated.

KEY WORDS: skin hiopsy, small fibers, intraepidermal nerve fiber, PGP 9,5.

A presenca de fibras nervosas na epiderme humana tem
sido debatida e especulada ha mais de 120 anos. A primeira
descricdo essencialmente correta sobre fibras nervosas
intraepidérmicas (FNIE) foi publicada em 1868 por Langerhans,
enquanto ele ainda era estudante de Medicina®. Usando a co-
lora¢do de Cohnneim para cloreto de ouro ele mostrou ramos
penetrando na epiderme através da membrana basal.
Posteriormente, varios pesquisadores confirmaram a presenca
de nervos na epiderme?. Na maioria dos exemplos, as descri¢des
eram acompanhadas por desenhos e raramente por foto-

grafias. Outros métodos foram tentados, posteriormente, com
a intencdo de detectar a presenca de fibras nervosas
intraepidérmicas, como a prata e o azul de metileno. Devido
a dificuldade técnica que esses métodos apresentaram no
objetivo de demonstrar a presenca de terminac8es nervosas
livres na epiderme, vérios investigadores negaram durante
muito tempo a presencga de tais elementos na epiderme
humana. Mais recentemente, com técnicas de imuno-
histoquimica para identificagdo de neurotransmissores como
a substancia P, produto génico relacionado ao gene da
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calcitonina, a enolase neurdnio especifica e, principalmente,
com o produto génico anti-proteico (marcador pan-axonal) PGP
9,5, a visualizacdo das fibras nervosas intraepidérmicas tornou-
se método bastante atraente e de grande sensibilidade para
estudo desses terminais nervosos, tanto em padrdes normais
de distribuicdo da inervacéo, como em outros componentes
neurais da pele, e em situacdes patoldgicas do sistema nervoso
periférico, em especial nos processos que comprometem as
fibras mielinicas de pequeno calibre e as amielinicas®*.

Algumas das neuropatias periféricas, incluindo as
relacionadas ao diabetes e & sindrome da imunodeficiéncia
adquirida (AIDS), sdo caracterizadas por sintomas
predominantemente sensitivos com maior degenera¢do das
fibras nervosas na sua por¢do mais distal, caracterizando as
neuropatias distais de fibras finas, as quais podem ser de
dificil confirmac&o diagndstica, principalmente se o quadro for
recente ou o paciente assintomatico®. Os métodos de
diagndstico de neuropatias de fibras finas e de quadros iniciais
assintomaticos de outras neuropatias, que incluem a
eletroneuromiografia convencional, o teste de limiar sensitivo
(QST), o reflexo axonal sudomotor (QSART) e a biopsia de nervo
convencional, ainda ndo possuem isoladamente uma
sensibilidade adequada para o diagnostico desses casos’™®. A
biopsia de pele para estudo dos nervos intraepidérmicos
apresenta sensibilidade maior do que os métodos citados
acima para a avaliacdo dessas neuropatias®.

Como o método para avalia¢do das fibras nervosas
intraepidérmicas (FNIE) é relativamente novo e existem pelo
menos trés técnicas diferentes descritas na literatura, é de
fundamental importancia que qualquer centro de estudo que
se proponha a fazer uso dessa técnica possua um grupo de
controles normais com caracteristicas semelhantes, prin-
cipalmente em relacdo a idade dos pacientes que serdo
estudados. A padronizagdo do local da biopsia também tem
grande importancia, pois dois trabalhos na literatura® ja
provaram haver varia¢do na densidade de fibras nervosas
intraepidérmicas a depender do local biopsiado, com gradiente
rostro-caudal bem definido. A regido do corpo humano que
parece possuir maior densidade de fibras nervosas
intraepidérmicas é a regido dorsal.

O objetivo do presente estudo foi estudar o padréo normal
de distribuicdo das fibras nervosas intraepidérmicas na por¢ao
distal do membro inferior direito de voluntarios saudaveis.

METODO

Foram estudados 30 voluntarios saudaveis de ambos 0s sexos
(15 homens e 15 mulheres) com faixa etaria variando entre 20 e 47
anos. A média de idade entre os homens foi 35,4 anos, com menor
idade de 20 e maior de 47 anos. Entre as mulheres a média de idade
foi 33,7 com menor de 20 e maior de 46 anos. A média de idade de
todos os controles foi 34.5 anos. Dezesseis controles eram brancos,
dez negros e quatro mulatos. Entre os brancos, dez eram do sexo
masculino e entre os negros sete eram do sexo feminino.

Os voluntarios foram divididos em dois grupos quanto a faixa
etaria, pessoas de até 20 anos e pessoas acima de 20 anos. Todos
os voluntarios foram submetidos a anamnese com énfase para
historia negativa de neuropatia hereditaria, diabetes, alcoolismo,
AIDS, uso de drogas, exposi¢ado a agentes toxicos como solventes, mer-
cdrio, chumbo e ouro, deficiéncias vitaminicas, neoplasias,
comprometimento da tiredide, lesdes de pele, doencga vascular
periférica e traumas na porgao distal do membro inferior direito. Os
individuos controles apresentavam exames séricos normais de glicemia
e anti-HIV negativo. Os voluntarios do grupo controle foram médicos,
médicos-residentes, estudantes, técnicos e funcionarios da Universidade
Federal de S&o Paulo - Escola Paulista de Medicina (UNIFESP-EPM),
que participaram voluntariamente da pesquisa. A presente pesquisa
faz parte de projeto de doutorado aprovado pela comissao de ética
da UNIFESP-EPM.

Obtengdo do fragmento da pele - As biopsias de pele foram
realizadas sob técnica estéril. Foi utilizado material descartavel
empregado especialmente para realizacdo de biopsias de pele
superficiais com aro afiado de ago inoxidavel de 3 mm de diametro
(Punch - Stiefel), ap6s anestesia local da pele com 2 ml cloridrato de
lidocaina a 2 % sem vasoconstrictor (Ariston Industrias Quimicas -
Brasil). Ap6s a realizagéo da biopsia foi feita sutura com fio mononylon
4.0 que foi retirado pela pesquisadora 7 dias apds a biopsia. Todos
os voluntarios foram biopsiados na porcéo lateral distal da perna
direita, 8 cm acima do maléolo lateral.

Técnica imunohistoquimica - Apds a retirada do fragmento de
pele os mesmos foram imediatamente fixados na solugao de Zamboni
(20 gramas de paraformaldeido acrescido de 150 ml de solugdo
saturada duplamente filtrada de &cido picrico e acrescido de gotas
de hidroxido de sddio a 2,5 % e aquecidos a 60 graus centigrados
para dissocia¢do do paraformaldeido em formaldeido e diluidos em
1000 ml de tampdo fosfato), tampéo fosfato 3,31 gramas de
NaH2P04.H20 e 33.77 gramas de NaHPO4.7H20 em 1000 ml de agua
destilada, com osmolaridade de 900 mOsm e pH de 7,3 durante 18
horas a 4 graus centigrados. A seguir foram transferidas para uma
solucéo crioprotetora de sucrose a 10 % em tampao fosfato salino
(PBS 0,01 M tampéo fosfato com 0,15 M NaCl em pH de 7,4) a 04
graus centigrados em 5 trocas durante 24 horas. Os fragmentos de
pele permaneceram na solugéo de sucrose de 2 a 6 dias nessa tem-
peratura até serem congelados e secionados. Os fragmentos foram
congelados em gel congelante (Tissue-Tec) na bandeja do criostato
com temperatura de 30 graus centigrados negativos. Foram obtidos
cortes com espessura de 15 micrémetros no criostato. Os cortes
foram fixados em laminas previamente tratadas e mantidos por no
maximo 24 horas a 20 graus centigrados negativos até o
processamento imunohistoquimico.

As laminas com os fragmentos de pele foram retiradas do freezer
e colocadas em temperatura ambiente durante 60 minutos para
secarem. Posteriormente, foram incubadas durante 15 minutos com
solucdo bloqueadora de albumina de cavalo, 0,5 % de Triton X em
tampédo PBS a 0,1 M em pH de 7,4 a temperatura ambiente de 22
graus centigrados. A seguir, foram incubados com o anticorpo primério
policlonal PGP 9,5 (Chemicon) na diluicdo de 1:800 em solugdo
bloqueadora descrita acima, durante 18 horas, em temperatura
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ambiente. A seguir, os fragmentos foram lavados trés vezes durante
5 minutos cada lavagem com tamp&o PBS. Foi entdo utilizado o
anticorpo secundario anticoelho IgG conjugado a fluoresceina diluido
em solugdo bloqueadora na dilui¢do de 1:80 durante 60 minutos em
temperatura ambiente. A seguir os cortes foram novamente lavados
trés vezes durante 5 minutos cada lavagem em tampéo PBS 0,1 M
e montados em meio especial para fluorescéncia, sob laminula de 4
cm. As laminas foram estocadas ao abrigo da luz na temperatura de
4 graus centigrados**.

Quantificagdo e andlise das fibras nervosas intraepidérmicas - Para
a andlise quantitativa do numero de fibras nervosas intraepidérmicas
por milimetro de epiderme (densidade linear), os cortes foram
observados em microscopio convencional de epifluorescéncia com
objetiva de 20 e 40 X. A densidade linear foi obtida pela divisdo do
ndmero total de fibras que atravessaram a membrana basal, pelo
comprimento em milimetros da epiderme analisada, no nosso estudo
3 mm, baseando-se na hipdtese de que o0 comprimento da epiderme
estava préximo do diametro do “punch” de pele de 3 mm.

RESULTADOS

O método proposto mostrou-se efetivo para avaliar a
inervago intraepidérmica através de biopsia de pele. As fibras
nervosas intraepidérmicas (FNIE) apresentaram-se brilhantes
e bem visualizadas em todos os controles. Além das FNIE, foram
observadas também glandulas sudoriparas e foliculos pilosos.
A contagem da densidade das FNIE apresentou entre o0s
controles masculinos média de 4,9 fibras/mm com minimo de
3,3 fibras/mm e maximo de 11,6 fibras/mm com mediana de
4,6. Nos controles femininos a média foi 5,3 fibras/mm com
minimo de 3,3 fibras/mm e maximo de 8,6 fibras/mm com
mediana de 6,0. Entre todos os controles a média foi 5,2
fibras/mm com mediana de 4,8 e desvio padrdo de 1,84. Os
controles que apresentaram menor densidade linear de FNIE
tiveram 3,3 fibras/mm e o que apresentou maior densidade de
FNIE tinha 11,6 fibras/mm. N&o houve diferenca estatisticamente
significativa na densidade linear das FNIE entre sexo, ra¢a ou
faixa etéria.

A distribuicdo das fibras nervosas na epiderme obedecia
a padrdo semelhante em todos os controles, sendo que foram
identificados 3 padrdes de distribuicdo das FNIE: o mais
comum foi a presenca de varios ramos nervosos da derme
penetrando a membrana basal e logo ap6s ocorrendo ramifica-
¢Oes que comegavam na camada espinhosa da epiderme e que
alcangavam até a camada granulosa e, posteriormente, a
camada mais externa da epiderme em ramos muito finos e
com discretos abaulamentos nas extremidades, semelhantes
a pequenos sacos terminais (17 casos); a segunda distribui-
¢do mais frequente foi a presenca de ramos nervosos que
penetravam a membrana basal e alcangavam a camada mais
externa da epiderme como uma Unica fibra (10 casos). Por fim,
fibras nervosas que apresentavam ramificages ja bem pro-
ximas da camada mais externa da epiderme correndo paralelos

Fig 1. Inervagéo da epiderme em voluntario normal.

Fig 2. Nervo subepitelial enviando pequenos ax6nios que penetram a
membrana basal da epiderme.
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a superficie da mesma por pequenas distancias (3 casos).

Os controles negros possuiam apenas uma camada cornea
(estratum corneum) mais espessa do que a encontrada nos
controles brancos e mulatos. As inervagbes das glandulas
exocrinas sudoriparas, dos vasos sanguineos, dos musculos
eretores dos pelos no foliculo piloso e dos corpusculos nervosos
foram bem visualizados em todos os controles.

A biopsia de pele foi bem tolerada e sem complicages em
todos os voluntarios (Figs 1 e 2).

DISCUSSAO

A presenca de numerosas fibras nervosas em todas as
camadas da epiderme humana foi bem demonstrada com o
método proposto, sendo que essas fibras sdo presumivelmente
terminais de nervos sensitivos e autondmicos. N&o encontramos
diferenca estatisticamente significativa na densidade das FNIE
entre raca e sexo, como ja relatado por outros autores*, As
faixas etarias analisadas também nao apresentaram diferencas
significativas; entretanto, ndo tivemos no nosso estudo pessoas
com idades acima de 60 anos, sendo que a redugdo fisioldgica
no nimero de fibras nervosas esté relatada na literatura como
ocorrendo ap6s 0s 60 anos. Em relacdo a outros estudos que
avaliaram pessoas com idade acima de 60 anos e biopsia de
pele, foi encontrado densidade linear maior em pacientes
abaixo de 60 anos apenas no tronco, quando comparado com
idades acima de 70 anos, nos dois grupos os padrdes de
variagao rostro-caudal sendo similares?.

N&o podemos no nosso estudo avaliar a variagéo rostro-
caudal, pois foi realizada apenas uma biopsia de pele na
porcdo distal da perna. Chien et al.!* estudaram a presenca
de neuropatia sensitiva de varias etiologias realizando uma
biopsia de pele para estudo das FNIE na por¢do distal do
antebraco e uma na porcéo lateral distal da perna. Eles en-
contraram que todos os pacientes com reducéo no antebraco
tinham também reducéo na perna, 0 mesmo néo acontecendo
quando o achado estava s6 na perna, pelo que se pode concluir
que, devido a natureza comprimento dependente das neuro-
patias, a realiza¢do de uma Unica biopsia na por¢ao distal da
perna é suficiente para a avalia¢do e diagnostico de possiveis
neuropatias sensitivas subclinicas ou de fibras finas. Este fato
foi também confirmado por outro trabalho que concluiu que
a regido distal da perna (8 a 10 cm acima do maléolo lateral)
seria o local mais indicado para realizagdo das biopsias com
objetivo de diagndstico?.

O padréo de distribuicdo das fibras na epiderme obedeceu

a um padréo semelhante ao descrito por outros autores*1%
15

0 valor médio da densidade linear encontrado no nosso
estudo é discretamente inferior ao do Unico trabalho realizado
no Brasil com pacientes diabéticos e 18 controles normais, sendo
que essa pequena diferenca deve-se provavelmente ao fato

da autora ter utilizado cortes de 50 micra para as reacdes'.
Existem 3 métodos de avaliagcdo das FNIE ja descritos na
literatura, que s&o: imunofluorescéncia com cortes espessos,
uso de microscopia confocal e analise computadorizada de
contagem®®; imunofluorescéncia com cortes de 10 a 50
micrdmetros e uso de microscopia Optica convencional*'4; e
imunoperoxidase com cortes de 25 micrometros e uso de
microscopia Optica convencional®. Devido a essas variagoes,
antes de realizar comparagfes entre valores normais, as
técnicas devem ser cuidadosamente avaliadas. Entre 0s autores
que utilizaram técnica semelhante a nossa'*!5%, os valores entre
0s controles normais sdo proximos. Existem alguns estudos
em que o valor do padrdo normal é muito superior ao nosso.
Esses sdo estudos que utilizaram cortes muito espessos (50 a
100 micrometros), métodos de fixacdo diferentes, microscopia
confocal e andlise computadorizada das FNIE.

A contagem direta no microscopio, considerando o niimero
de FNIE que atravessam a membrana basal dividindo-se por
3 mm, baseando-se na hipétese de que o comprimento da
epiderme, definido nos cortes esta proximo do diametro do
punch, que é de 3 mm foi também testada por outro autor,
que concluiu ser uma metodologia valida, segura e
reprodutivel't, A técnica de contagem direta no microscopio
foi também comparada com a computadorizada, e 0s autores
encontraram que 0s métodos sdo comparaveis, ou seja, que
o fato de realizar a contagem direta no microscépio, além de
mais simples e rapido é também confidvel®. Outro dado
importante na anélise da densidade das FNIE é a
reprodutibilidade da técnica e a alta confianga entre
observadores e intra-observador®”.

CONCLUSAO

O PGP 9,5 é um marcador pan-axonal que oferece a
possibilidade de estudo das fibras nervosas intraepidérmicas
com precisao; entretanto, o presente marcador ndo é capaz
de explicar as fungdes especializadas desses nervos. O PGP
9,5 na inervagdo cutanea pode ser usado em estudos tanto
de diagnostico como de resposta terapéutica. No presente
estudo, ndo podemos estabelecer o gradiente proximal-distal
da densidade de inervacdo, ja descrita por outros autores?,
devido ao fato de ter realizado apenas um local de biopsia.
Como j& é conhecida a variagdo da densidade entre as varias
partes do corpo e a possibilidade de variagdo com a idade, é
de extrema importancia a presenga de material normal para
comparagdo em qualquer estudo investigativo diagndstico
ou terapéutico. Essa técnica possui grande nimero de vantagens
em relagdo a biopsia de nervo convencional; & pouco invasiva,
possui baixa morbidade e pode ser repetida no mesmo paciente
para avaliar progressdo da neuropatia e possiveis respostas
terapéuticas. A técnica laboratorial é simples e reprodutivel,
com baixa possibilidade de erros e que pode ser realizada em



Arg Neuropsiquiatr 2004;62(2-A)

qualquer laboratério basico de imunohistoquimica sem nenhum
equipamento especializado.
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