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Resumo  Neurofibromas multiplos representam o mais importante componente clinico da neurofibromatose tipo 1
(NF1). Uma das mais comuns doencas Mendelianas, inclui a maioria de todos os principios essenciais da
genética humana, caracterizando um padrao autossdmico dominante. O neurofibroma é um complexo tumor
benigno da bainha dos nervos periféricos que possui um aspecto histoldgico tipico. Foram analisadas
biopsias de 31 neurofibromas de pacientes acometidos de NF1, a procura de variagbes nos componentes
fibrilares do estroma da les@o. Nestes as fibras elasticas estdo presentes em quantidade comparavel ao que
pode ser visto na pele, porém mais delgadas e com distribuicdo menos compacta, as fibras colagenas do tipo
Il (reticulares) estdo presentes em quantidades menores do que na pele suprajacente, sendo que esta
diminuicao é estatisticamente significativa e as fibras colagenas do tipo | estdo presentes em quantidades
menores do que na pele suprajacente, sendo que esta diminuicéo é estatisticamente significativa e as mesmas
sdo o componente fibrilar predominante dos neurofibromas.

Palavras-chave  NF1, neurofibromas, fibras, histocitoquimica, matriz extracelular.

Abstract  Multiple neurofibromas represent the most important clinical component of neurofibromatosis type 1 (NF1).
One of the most common Mendelian diseases, including most of all the essential principles of human
genetics, featuring an autosomal dominant pattern.Neurofibroma is a benign tumor of complex peripheral
nerve sheath that has a typical histologic appearance. The research analyzed biopsies from 31 neurofibromas
from patients afflicted with NF1, looking for variations in the fibrous components in the stroma of the lesion.
In this the elastic fibers are present in an amount comparable to what can be seen in the skin, but more
slender and less compact distribution, collagen fibers of type Il (reticular) are present in smaller amounts
than in the overlying skin, and this decrease is statistically significant and the type | collagen fibers are
present in smaller amounts than in the overlying skin, and this decrease is statistically significant and they
are the predominant fibrillar component of neurofibromas.

Keywords  NF1, neurofibromas, fibers, histochemistry, extracellular matrix.

Introducéo

A neurofibromatose (NF) é um grupo heterogéneo de condicGes
que exibe manifestacoes clinicas resultantes de anormalidades
neuroectodérmicas®, comprometendo, principalmente, a pele,
o0s olhos, 0s 0ss0s, 0 sistema nervoso e, eventualmente, outros
orgdos internos? Estas manifestacdes podem ser vistas nas
duas formas classicas de NF, a neurofibromatose do tipo 1 (NF1)
e a neurofibromatose do tipo 2 (NF2)3.

A neurofibromatose tipo 1 (NF1) é uma afeccéo autossomica
dominante que afeta aproximadamente 1 em cada 3.000-4.000
individuos no mundo, uma das mais comuns doencas
mendelianas*. Atinge ambos 0s sexos e todas as racas
igualmente®®,

Ela foi inicialmente introduzida a comunidade médica em 1882
pelo Dr. Von Recklinghausen, que demonstrou que os tumores
nesta condicao originam-se do nervo. A partir dai consagrou-
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se 0 uso do termo neurofibroma para o tumor e neurofibromatose
para a condicdo de multiplos neurofibromas.

A NF1 é uma doenga progressiva, associada com uma variedade
de manifestacGes clinicas, em que a expectativa de vida e a
capacidade reprodutiva dos pacientes sdo menores que 0
normal. As causas mais comuns de morte — cancer, infarto do
miocardio, acidentes vasculares cerebrais e pneumonia — sdo
similares aquelas da populacdo geral, mas, frequentemente,
ocorrem mais cedo®.

O neurofibroma é um complexo tumor benigno da bainha dos
nervos periféricos que possui um aspecto histologico tipico.
Embora ndo patognomdnicos, aparecem em 100% dos pacientes
com NF17, eles surgem na infancia ou adolescéncia, depois das
manchas café-com-leite. Ha grande variabilidade, alguns surgem
ao nascimento, e outros aparecem na fase adulta, sendo que o
seu numero e volume tendem a aumentar durante a vida®.
Macroscopicamente, a aparéncia do neurofibroma varia de uma
lesdo para outra, assumindo varias formas®. Os aspectos
microscopicos das formas de neurofibromas diferem em graus
variados. A estrutura basica é de células fusiformes, com ndcleo
pequeno, alongado e normocromatico, dispersas e embebidas
numa matriz rica em mucopolissacarideos'e fibras colagenas
dos tipos I, I11, 1V, V, V1. Compreendem multiplos tipos celulares
como os neurolemdcitos (células de Schwann), células
perineurais, fibroblastos, células endoteliais, pericitos,
mastdcitos, axdnios e ocasionalmente células pigmentadas.
Os estudos ultraestruturais dos neurofibromas sdo poucos e
frequentemente com resultados conflitantes®*2.

A imunohistoquimica também tem sido usada para caracterizar
os componentes celulares dos tumores!®2t* bem como analises
bioquimicas e hibridizagdo in situ®.

Apesar da variabilidade do aspecto microscopico das cinco
formas de neurofibromas, Riccardi (2007)%* afirma que as
caracteristicas histolégicas dos neurofibromas sao
monotonamente consistentes de um paciente para outro, de um
local para outro no mesmo paciente e da época de aparecimento
ou de um lugar para outro em um mesmo tumor.

O objetivo da pesquisa foi evidenciar a existéncia ou ndo de
variaces nos componentes fibrosos do estroma da lesdo numa
amostra de 31 neurofibromas de pacientes acometidos de NF1,
comparando-o0s com a pele suprajacente ao tumor, por meio da
analise histoldgica, com técnicas citoquimicas e histoquimicas,
das lesdes.

Metodologia

Foram analisadas 31 lesfes cutaneas de pacientes acometidos
de NF1, de diferentes familias, cadastradas pelo CEPAN (Centro
de Pesquisa e Atendimento em Neurofibromatose) da Faculdade
de Medicina de S&o José do Rio Preto — Autarquia Estadual/
FAMERP, oriundas da amostragem coletada para o projeto
devidamente aprovado pelo CEP — FAMERP (Parecer 041/99).
A coleta do material foi feita no Servico de Dermatologia da
FUNFARME-FAMERP, por meio de bidpsia, ap6s assinatura
do Termo de Consentimento livre e esclarecido. A biopsia foi
realizada por profissional competente e o material coletado foi
processado para analise histolégica em microscopia de luz, no

Laboratorio de Histotecnologia da FAMERP.
Foram biopsiados neurofibromas cuténeos e neurofibromas
plexiformes. O material obtido por bidpsia foi fixado em formalina
neutra tamponada a 10% e incluido em parafina. Cortes
histologicos de iobtidos do material incluido e montados em
laminas silanizadas.
Aos cortes desparafinizados aplicaram-se técnicas citoquimicas
e histoquimicas (coloracGes especiais) com o objetivo de
evidenciar a eventual presenca dos componentes extracelulares
dos neurofibromas, tal como pode ser visto no quadro que se
segue:
Quadro 1: Coloragdes Especiais Usadas para I dentificagdo de Componentes Extracelulares

dos Neurofibromas
COMPONENTE IDENTIFICADO

Organizag&o Geral e Fibras Elasticas

TECNICA DE COLORAGAO

Hematoxilina-Eosinats

Resorcina-Fucsina com Oxidacao Préviaie Fibras Elauninicas e Oxitalanicas

Impregnac&o Argénticals Fibras Colégenas do Tipo Il

Tricromo da Picrosirius-Hematoxilina®” Fibras Colagenas do Tipo | e lll

Para a avaliacdo da freqiiéncia relativa dos componentes
teciduais dos neurofibromas, os cortes histologicos foram
submetidos ao sistema-teste de arranjo triangular M168,
segundo Weibelet al. (1978)'8, com 130 pontos no sistema.
Para esta analise, 50 campos de laminas coradas pelas técnicas
especificas acima listadas (Tabela 1), de cada neurofibroma,
foram aleatoriamente selecionados. A freqiiéncia relativa foi
calculada de acordo com os pontos do sistema-teste que
tocarem os componentes analisados, ou seja, células e estroma
e cada componente do estroma. A partir dos dados obtidos
para cada campo analisado, foi realizado o calculo percentual
da freqiiéncia relativa dos componentes em questao.

A andlise estatistica de todos os dados coletados foi realizada
em planilhas e graficos do software Statisca 5.0
(Copyright©StaSoft,). O teste de hipdtese utilizado para a
averiguacdo da significacdo foi o de Anova, sendo o nivel de
significancia adotado de 5% (p d”0,05).

Resultados

O método da resorcina-fucsina com oxidacdo prévia aplicado
aos neurofibromas mostrou a existéncia de fibras elasticas na
pele suprajacente (Figura 1A) e nos neurofibromas (Figura 1B),
com uma freqliéncia relativa sem diferencas estatisticamente
significativas para a pele e o neurofibroma (Tabela 1).

A avaliacdo das mesmas na coloracdo com hematoxilina-eosina
vista em fluorescénciamostra um adelgacamento destas nos
neurofibromas (Figura 2B), quando comparados com a pele
suprajacente (Figura 2A), bem como uma distribuicdo menos
compacta para os neurofibromas (Figura 2B).

A coloracdo com a técnica de impregnacéo argéntica mostra
uma certa diminuicdo das fibras de colageno do tipo Il
(reticulares) nos neurofibromas (Figura 3B) em comparagéo com
a pele suprajacente (Figura 3A), porém ndo estatisticamente
significativa (Reticular na Tabela 1).

Quando as mesmas fibras sdo quantificadas pela coloracdo com
picrosiriushematoxilinavista em luz polarizada (Colageno 11 na
Tabela 1) a diminuicdo torna-se estatisticamente significativa.
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Nesta coloracao as mesmas aparecem em birrefringéncia verde
(Figuras4A e B).

A mesma técnica da coloragdo com picrosirius-hematoxilina
analisada em luz polarizada mostra fibras em birrefringéncia com
um espectro de cores que vai do amarelo ao vermelho (Figuras
4A e B), que correspondem ao colageno do tipo . Quantificado
o colageno do tipo | (Colageno na Tabela 1) no neurofibroma
esta significativamente em menor quantidade do que na pele
suprajacente, mas quando comparado com as demais fibras o
mesmo predomina também no neurofibroma (Tabelal).

Discusséo

Segundo Peltonen et al. (1986)%, a densidade celular, a
quantidade de colageno e de glicosaminoglicanas e
proteoglicanas (material mucinoso) varia entre diferentes
neurofibromas e também dentro de um mesmo neurofibroma, e
alguns neurofibromas contém uma abundéancia de material
mixomatoso e, nestes casos, a proporg¢do de células e colageno
esta diminuida, respectivamente. Em 1995 Enzinger e Weiss!
corroboraram, histologicamente, que os neurofibromas variam
na dependéncia de seu conteddo em células,
glicosaminoglicanas/proteoglicanas e colageno. Em sua forma
mais caracteristica o neurofibroma contém células alongadas
com ndcleos hipercromaticos, intimamente associadas com
colageno e com pequena amoderada quantidade de material
mixdide/mucdide (glicosaminoglicanas/proteglicanas)
separando as células e o colageno. Menos frequentemente o
neurofibroma é muito celular e consiste de células dispostas
numa matriz colagena uniforme e desprovida de
glicosaminoglicanas /proteoglicanas e ainda podem ser
altamente mixdides, ou seja, hipocelulares e com grande
quantidade de proteoglicanas &cidas entre as células dispersas,
sendo que esta forma usualmente ocorre em extremidades.
Poucas, ou nenhuma, fibras elasticas foram demonstradas seja
por meios estruturais (Verhoeff — van Gieson) ou bioquimicos
(usando a desmosina como marcador, um composto presente
em fibras elasticas insollveis)?.

Nossos resultados mostraram a existéncia de fibras elésticas
nos neurofibromas com uma frequéncia relativa sem diferencas
estatisticamente significativas quando comparadas com a pele
suprajacente. O adelgacamento destas nos neurofibromas,
quando comparados com a pele suprajacente, e uma distribui¢do
menos compacta, vistos na avaliagdo das mesmas na coloragdo
com hematoxilina-eosina analisada em fluroescéncia poderia
deixa-las menos detectaveis e explicar os resultados da literatura
apresentados até entdo. Por outro lado, considera-se a
possibilidade de que os autores® tenham examinado apenas
neurofibromas altamente mixoéides, dada a pequena casuistica
dos mesmos (9 neurofibromas) e que a nossa casuistica,
significantemente maior (31 casos), mostre a real constitui¢do
quimica dos neurofibromas no tocante a presenca de fibras
elasticas: presentes em quantidade comparavel ao que pode
ser visto na pele, porém mais delgadas e com distribuicdo menos
compacta.

A marcacdo dos neurofibromas com anticorpos para o0s
colagenos tipo | e Il demonstra que ambos sdo os principais

constituintes da matriz do tumor!. Outros dados
imunocitoquimicos indicam que os neurofibromas contém
colagenos tipos I, 111, 1V e V e que a distribui¢cdo do colageno
tipo 111 nos tumores é muito similar a do colageno tipo 1.

A proporcao de colageno do tipo 111 em relagdo a somatéria dos
tipos I e Il varia de 17,4 a 37,3% nas amostras de neurofibromas,
quando estimados bioquimicamente. Os valores
correspondentes para amostras de pele sdo consideravelmente
menores (9,8 a 14,3%). Isto € consistente com o fato de que a
maioria dos tecidos em desenvolvimento possui um contetido
maior de colageno tipo 1112, Ja para Uito e cols.?fibras reticulares
(colageno tipo Ill) ndo foram detectadas pela técnica de
impregnacdo pelo nitrato de prata. Nos neurofibromas
estudados no presente trabalho ha uma diminuicdodas fibras
colagenas tipo Il comparadas coma pele suprajacente, ndo
significativa quando avaliada pela técnica da impregnagéo
argéntica, mas, significativa quando avaliada pela picrosirius-
hematoxilina em luz polarizada, mostrando que esta Gltima se
constitui numa técnica mais sensivel que a impregnacao
argéntica. A proporcao do colageno do tipo Il em relacdo ao
colageno do tipo | varia de 5,4 a 6,2% quando estimados do
ponto de vista de frequéncia relativa, valores muito menores do
que os demonstrados pela estimativa bioquimica®, mostrando
uma maior acuracidade do método bioquimico.

Do ponto de vista estrutural neurofibromas contém uma
abundante matriz extracelular consistindo predominantemente
de colageno? e o colageno tipo | € encontrado como uma malha
continua através do tecido do neurofibroma®.

O padrao de fluorescéncia, de fato, reflete o padrdo ondulado
das finas fibras colagenas do estroma do tumor, tal como é
visto em cortes histologicos convencionais®.

A analise bioquimica quantitativa usando a hidroxiprolina como
marcador indicou que a predominancia de colageno, cerca de
70%%.

A expressdo de genes para procolageno em neurofibromas foi
detectada por métodos para RNAm de colagenos dos tipo I, 111
e IV. Os niveis de RNAm especifico para procolageno do tipo |
sdo cerca de 10 vezes mais abundantes que os niveis de RNAmM
para procolagenos do tipo Il e IV. O crescimento e o
desenvolvimento dos neurofibromas parecem serem
dependentes da expressdo continua dos genes para colageno®.
Embora os neurofibromas sejam, em geral, predominantemente
ricos em colageno, é desnecessario invocar a presenca de
fibroblastos para explicar a formacgéo de colageno ja que existem
amplas evidéncias indicando que os neurolemdcitos (células
de Schwann) sdo capazes de sintetizar procolageno?. Muitos
neurolemécitos, imunocitoquimicamente positivos para a
proteina S-100, parece ser o padrdo celular tipico dos
neurofibromas, sejam eles cutaneos ou plexiformes?.

O colageno total dos neurofibromas varia entre 30 a 50% do
peso seco. Isto corresponde a metade do valor correspondente
da pele, mas duas vezes o valor descrito para o endoneuro
humano?. Nossos dados corroboram que o colageno do tipo |
esta nos neurofibromas, significativamente do ponto de vista
estatistico, em menores quantidades que na pele, porém néo
metade, mas algo em torno de uma redugdo de30%. Esta
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diferenca pode ser explicada pelo fato de que a técnica da
hematoxilina-picrosirius em polarizacdo nao foi usada antes na
analise dos neurofibromas além da questdo casuistica, ja
anteriormente mencionada.

Conclusdes

A fibras elasticas estdo presentes em quantidade comparavel
ao que pode ser visto na pele, porém mais delgadas e com
distribuicdo menos compacta. As fibras colagenas do tipo 1l
(reticulares) estdo presentes em quantidades menores do que
na pele suprajacente, sendo que esta diminuicdo é
estatisticamente significativa e as fibras colagenas do tipo |
estdo presentes em quantidades menores do que na pele
suprajacente, sendo que esta diminuicdo € estatisticamente
significativa e as mesmas sdo o componente fibrilar
predominante dos neurofibromas.
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Figuras:

Figura 1: Coloracdo pela resorcina-fucscina com oxidagdo prévia em
pele suprajacente ao tumor (e — epiderme, d — derme, n — neurofibroma)
(A) e neurofibroma cutaneo (B), mostrando fibras elasticas (setas).

Figura 2: Coloracdo pela hematoxilina-eosina vista em fluorescéncia em
pele suprajacente ao tumor (e — epiderme, d — derme, n — neurofibroma)
(A) e neurofibroma cutaneo (B), mostrando fibras elasticas (setas).
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Figura 3: Coloracéo pela impregnacéo argéntica em pele suprajacente ao
tumor (e — epiderme, d — derme, n — neurofibroma) (A) e neurofibroma
cutaneo (B), mostrando fibras colagenas do tipo Il ou reticulares (seta).

Figura 4: Coloragdo pelo tricromo da picrosirius-hematoxilina vista em
luz polarizada em pele suprajacente ao tumor (e — epiderme, d — derme,
n — neurofibroma) (A) e neurofibroma cutéaneo (B), mostrando fibras
colagenas do tipo I, com espectro de cores que varia do amarelo ao
vermelho e fibras colagenas do tipo Il ou reticulares, esverdeadas.

Tabela 1: Frequéncia Relativa dos Componentes Fibrilares de Regides de Pele
Suprajacente ao tumor e Neurofibroma

Fibras (%) Pele Normal Neurofibroma
Elastica 0,5+0,8 0,7 +1,0
Reticular 1,9+1,7 15 +14
Colageno* 39,3+£11,8 27,6+9,6
Coléageno I11* 28+22 1,7 14

Os valores mencionados correspondem & média e ao desvio padrdo. Asterisco (*)
indicadiferencas estatisticamente significativas entre os grupos (ANOVA, p =0,05).
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