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Técnicas Enzimaticas em Biopsias Musculares

Colheita de bidpsias Musculo Deltéide Esquerdo













Técnicas Enzimaticas em Biopsias Musculares

Colhem-se 4 amostras de musculo






















Técnicas Enzimaticas em Biopsias Musculares

Corte em Criostato a -22°C

3 Laminas — HE + TG + PAS

14 Lamelas — Nadh, Miofosforilase, ATPase 4.6 e 9.4, SDH

Laminas e Lamelas secam a temperatura ambiente 15 a 20
minutos e sao guardadas na arca congeladora a -802 C




Técnicas Enzimaticas em Biopsias Musculares

Para demonstrar a actividade enzimatica é necessario

Uso de material limpo e isento de fosfatos

Usar meios de incubacao contendo substratos na
concentracao adequada

Realizar as técnicas a uma Temperatura optima para a
actividade enzimatica

Usar incubacoes a valores de pH ideais




Técnicas Enzimaticas em Biopsias Musculares

Fixacao

Tecido a fresco

Esfregacos

Método do Isopentano




Técnicas Enzimaticas em Biopsias Musculares

Miofosforilase

A enzima miofosforilase catalisa a reaccao reversivel de
glicogénio em glucose — 1 - fosfato

Glicogénio . Glucose — 1 — Fosfato

In vitro utilizamos um meio de incubacao contendo glucose — 1 — fosfato
e em condicoes Optimas a sintese do polissacarido (glicogénio) é
proporcional a quantidade de enzima existente no tecido




Técnicas Enzimaticas em Biopsias Musculares

Adenosina Trifosfatase

E uma enzima que esta presente na miosina do musculo.

O método de ATPase permite diferenciar
os diferentes tipos de fibras, importante
para o diagnostico de muitas doencas
musculares que sao caracterizados pela
perda de um dos tipos de fibras ou
subtipos, atrofia ou “type grouping”

Pré incubacao Tipol Tipo2a Tipo2b Tipo 2c

9.4 Claro Escuro Escuro Escuro

4.6 Escuro claro Intermédio Intermédio




Técnicas Enzimaticas em Biopsias Musculares

Adenosina Trifosfatase

As pré-incubacoes com diferentes valores de pH inactivam a
enzima de um tipo de fibra especifico

A enzima ATPase hidrolisa o fosfato terminal do ATP
produzindo ADP. Esta reaccao é estimulada pelo Ca2*

> ADP+P







Técnicas de Histoenzimologia em Biopsias musculares




ATPases




Técnicas de Histoenzimologia em Biopsias musculares

Nicotinamide — adenine - dinucleotide

NADH

Reaccao oxidativa que permite visualizar a arquitectura interna das
fibras (Reticulo intermiofibrilhar, os diferentes tipos de fibras e a
acumulacao de mitocondrias)

Usada para detectar as estruturas anormais do
reticulo sarcoplasmatico e anomalias mitocondriais.

Fibras tipo | — Azul escuro

Fibras tipo Il — Azul claro




Técnicas de Histoenzimologia em Biopsias musculares

NADH

Principio da técnica

O tecido é incubado numa solucao contendo
NADH e Nitro Blue Tetrazolium (NBT)

Em presenca da enzima, o hidrogénio é
removido do NADH e o tetrazolium vai ser o
aceitador do iao hidrogenio













Técnicas de Histoenzimologia em Biopsias musculares

Desidrogenase Succinica
SDH

A desidrogenase succinica € uma reaccao especifica para
demonstrar a acumulacao de mitocondrias no sarcolema do
musculo

As desidrogenases sao enzimas oxidativas que transferem
electroes (de hidrogénio) de um substracto para um
aceitador.

Neste caso o substracto é o succinato de sodio e o aceitador o

NBT. No final forma-se um composto insoluvel corado nos locais
onde existe actividade enzimatica

Resultados: Fibras Tipo | — Azul Escuro

Fibras Tipo Il — Azul Claro
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Técnicas de Histoenzimologia em Biopsias musculares

COX - Citocromo ¢ Oxidase

Demonstra as mitocondrias

Os sitios de actividade de citocromo ¢ oxidase ap&E@ntam cor
castanha (As fibras de tipo | de forma mais intensa)

Fibras negativas significam
deficiéncias em citocromo c ou seja
citopatias mitocondriais







