ARTIGO ORIGINAL

Analise imunocitoquimica do padrao celular de

neurofiboromas em neurofibromatose tipo 1 (NF1)

Immunocytochemistry analysis of neurofibroma cell patterns in
neurofibromatosis type 1 (NF1)

MariaAméliaZ. Ponce'; Anneliese D. Wysocki®; Erika C. Pavarino-Bertelliz; Julio C. André; Eny M. Goloni-Bertollo*

A cadémicado 3° ano de Enfermagem* ; 2Professora Adjunta**; *Professor Adjunto do Departamento de Anatomia e Disciplinade Histologia*;
“ProfessoraAdjunta, Livre Docente**

* Faculdade de Medicina de S&o José do Rio Preto - FAMERP

**Departamento de Biologia Molecular e Unidade de Pesquisa em Genética e Biologia Molecular - UPGEM da FAMERP

Resumo

Palavras-chave

Neurofibromas mUltiplos sdo as maisimportantes caracteristicas daNF1, umadas desordens genéticas autos-
sOmicas dominantes mais freqiientes no ser humano. Analisaram-se bidpsias de 25 paci entes acometidos por
NF1, investigando-se as variagBes no padréo celular dos diferentes neurofibromas, por meio de marcadores
imunocitogquimicos paracél ulas de origem neuroectodérmica: S-100, GFAPe Ck35. Ascélulasdos neurofibro-
mas mostraram-se positivas para S-100 (++++), GFAP (++) e Ck35 (+). N&o houve diferencas no padréo de
imunopositividade entre os dif erentesti pos de neurofibromas do mesmo paciente (diferencafocal heterotépi-
€a), assim como no mesmo tipo de neurofibroma entre os diferentes pacientes (variagdo individual).
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Multiple Neurofibromas are the most important characteristics of Neurofibromatosis 1 (NF 1), one of the most
frequent autosomal dominant gene disorders in human beings. The biopsies of 25 patients with NF 1 were
analyzed. Cell pattern changesin different neurofibromas were observed by means of immunocytochemical
markersfor neuroectodermal cells: S-100, GFAP and Ck35. The neurofibromas cellswere positive for S-100
protein (++++), GFAP(++) and Ck35 (+). Therewere no differencesin theimmunopositivity pattern among the
different types of neurofibromasin the same patient (heterotopic focal difference) aswell asin the sametype

Abstract
of neurofibromain different patients (individual variation).
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Introducéo

A Neurofibromatose (NF) € umaanormalidade neuroectodérmi-
cat, cujas manifestagdes clinicas comprometem, principa mente,
apele, os olhos, 0s 0ss0s, 0 sistema nervoso e, eventual mente,
outros 6rgdos internos®. Tem padréo de heranca autossbmica
dominante com alta penetrancia e expressividade variavel®. Se-
gundo estatisti cas internacionai s*>*®, aproximadamente metade
dos casos possui histériafamiliar, enquanto a outrametade dos
casos descritos surgiu em decorréncia de mutagdes espontane-
as’.

A Neurofibromatosedotipo 1 (NF1), atualmente, é aceitacomo
uma das doencas genéticas mais comuns, apresentando fre-
guéncia populacional de 1 em cada 3000 nascimentos. Atinge
ambos 0s sexos e todas as racas igualmente’.

As principais manifestagdes clinicas da doenca sdo: neurofi-
bromas cutaneos, manchas café-com-leite, nddulos de Lisch e
efélidesaxilares e/ouinguinais>®°.

Os neurofibromas sdo as | esdes maistipicas dadoenga'® Histo-

patol ogicamente sdo derivados de varios tipos celulares, inclu-
indo as células de Schwann, os neurdnios, os fibroblastos, os
mastécitos, oslinfdcitos, as célulasendotelials, asperineuraise
outras'. Localizam-se no tecido cuténeo e subcutaneo e podem
estender-se ao longo do trgjeto de um nervo e acometer multi-
plos fascicul os nervosos ou grandes ramos de um nervo sendo,
nesse Ultimo caso, denominados plexiformes'2:2,

Os neurofibromas cuténeos aparecem fregiientemente apds a
pré-adolescéncia e tornam-se numerosos na idade adulta, com
aumento da vel ocidade de crescimento durante agravidez, mas
ndo possuem potencial para transformacdo maligna'? 4. Geral-
mente sdo lesdes assintométicas, raramente provocam dor e,
algumasvezes, podem causar prurido'* 5. Movem-sejunto com
apele, apresentando texturaamolecidae, apesar de serem tumo-
res benignos, podem comprometer fungdes vitais como a audi-
¢80 e a visdo por compressdo nervosat® 16,

Os subcutaneos, ao contrario, sdo profundos na pele e mostram
consisténciafirme, enquanto os plexiformes apresentam-se fl&-
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cido, embora, ocasionalmente, exibam fibras de nervos hiper-
trofiados no seu interior'”. Estes Ultimos s80, em sua maioria,
congénitos e podem sofrer transformacdo maligna paraneurofi-
brossarcoma em 2 a 5% dos casos'®.

M acroscopicamente, aaparénciado neurofibromavariade uma
lesdo para outra. Microscopicamente, sdo formados por uma
proliferacéo detodos os elementos de um nervo periférico: axo-
nios, neurolemacitos, fibroblastos e, no tipo plexiforme, células
perineurais. A presenca de axonios pode ser demonstrada por
impregnacao pelaprata, testes histoenzimatol 6gicos para acetil -
colinesterase ou por detec¢do imunocitoquimica para enolase
neurénio-especifico, neurofilamentos ou vérios neuropeptide-
0s. Os neurolemdcitos sdo predominantes eimunorreativos para
aproteinaS-100%.

A histologia dos neurofibromas tem sido descrita em detalhes
usando amicroscopiade luz com gjudade diferentestécnicasde
coloragéo e impregnacdo. Alguns estudos genéricos foram ori-
entados buscando a determinagéo da origem do componente
celular predominante e das caracteristicas do estroma do tu-
mor®2, Entretanto, o uso de diferentes técnicas no estudo da
natureza bési ca dos neurofibromas, suas ateragdes em diferen-
tes momentos de evolucdo e a resposta dos mesmos a diferen-
testratamentos, sdo elementos que ainda podem ser explorados?
e que delinearam os obyjetivos deste estudo: evidenciar a existén-
ciaou ndo de variagbes no padréo celular dos diferentes tipos de
neurofibromas de um mesmo paciente (diferenciacdo foca hetero-
t6pica) edo mesmotipo delesdo em diferentes pacientes (variacéo
individual), por meio daandlise histol 6gica, com marcadoresimu-
nocitoquimicos, das |esdes de pacientes com NF1.

CasuisticaeM étodos

Vinte e cinco pacientes portadores de NF1, de diferentes famili-
as, cadastrados pelo CEPAN (Centro de Pesquisa e Atendimen-
to em Neurofibromatose) daFaculdade de M edicinade Sao José
do Rio Preto — Autarquia Estadual/Famerp e Hospital de Base/
Funfarme, ap0s assinatura do Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido, submeteram-se & bidpsia para coleta de amostras
de neurofibromas cuténeos e/ou plexiformes. O material obtido,
aposfixacdo em formalinaneutratamponadaa 10%, foi incluido
em parafina. Cortes histolégicosde4 a5 mm foram montadosem
l&minas salinizadas e incubados com anticorpos primérios em
diluigdes mostradas no Quadro 1, acrescidos de albuminasérica
bovina—fracdoV (BSA—V) al%, por 18 horasa4°C. Asreagdes
foram realizadas pel 0 método peroxidase-antiperoxidase (PAP) e

Quadro 1: Descricdo Geral das Reacdes Imunocitoquimicas

reveladas pelo uso de DAB (3,3 —diaminobenzidinatetrahidro-
cloridro). Para cada um dos anticorpos primérios em todas as
bateriasincluiu-se um control e positivo correspondente. Embo-
ra a especificidade de cada anticorpo primério seja assegurada
pel o fabricante, um controle negativo, utilizando-se soro normal
a0 invésdo primeiro anticorpo, também correu em cadabateria.
Osanticorpos priméarios usadosforam: S-100, GFAPe Ck35. In-
formagBes complementares sobre 0s anticorpos primarios po-
dem ser vistas no Quadro 1, assim como os tratamentos prévios
e 0s respectivos controles positivos.

Os resultados da reagd@o imunocitogquimica foram classificados
qualitativamente, com base na quantidade de células positivas,
em positivo (++++, +++, ++ e +), questionavel (+/-) enegativo

).

Resultados

Os resultados da andlise da reagdo imunocitoquimica dos dife-
rentes anti corpos nos neurofibromas cutaneos e plexiformes dos
pacientes estudados estdo sumarizados no Quadro 2. Ambos os
neurofibromas, cutaneos e plexiformes, sdo positivos (++++)
paraS-100 (Figural), paraproteinaacidicafibrilar glial — GFAP
(++) (Figura2) eparaacitoqueratina 35 - Ck35 (+) (Figura3). A
imunopositividade é delocalizagdo intracel ular. N&o hadiferen-
¢as na intensidade e na extensdo (quantidade de células) da
positividade entre os neurofibromas cutaneos e plexiformes de
um mMesmo paciente e nem tampouco entre os neurofibromas
cutaneos e/ou plexiformes de diferentes pacientes. Consideran-
do aimunopositividade como um marcador do tipo celular (neu-
rolemadcitos = positivos para S-100 e GFAP e algumas células
ndo determinadas positivas para CK 35) ndo ha evidéncias de
diferencas no padréo celular dos diferentes neurofibromas de
um mesmo paciente (variacdo focal heterotopica) e do mesmo
tipo de neurofibroma em diferentes pacientes (variagdo indivi-
dual).

Discussao
A NF1 afeta predominantemente tecidos derivados do ectoder-
ma neural’ o que explica os tipos celulares encontrados nos
neurofibromas que sdo neurolemacitos, fibroblastos e células
perineurals, inseridas numaabundante matriz extracel ular?324252,
A imunocitoquimicatem se constituido numaferramentaimpres-
cindivel para o diagndstico histol 6gico de neurofibromas e ou-
tras alteragOes histol 6gicas”.

O fato damaior parte das células dos neurofibromas serem po-

Anticorpopara Fornecedor Clone Diluicdode TratamentosPrévios Material de
Trabalho 1 2 ControlePostivo
ProteinaS-100 Dako(BR) policlonal  1:200 Solucdotampao  H,0,a3%,por30  Astrocitoma
decitrato, por 20 minutos, a
minutos, a96°C  temperaturaambiente
GFAP(Proteina Dako(BR)  6F) 1:40 Solucéo tampéo H,0, a3%, por 30 cérebro humano
AcidicaFibrilar Glia) decitrato, por 20  minutos, atemperatu-
minutos, a96°C raambiente
CK-35 Deko(BR)  35BH,, 1:100 Solugdotampdo  H,0,a3%,por30  intestino humano
(Citoqueratina35) decitrato, por 20  minutos, atemperatu-

minutos, a96°C raambiente
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Quadro 2: Resultado da Anélise das Reagdes Imunocitoquimicas para a Presenca de Diferentes Proteinas em Neurofibromas de Pacientes Portadores de NF1

CASO TIPODENEUROFIBROMA S-100 (**) GFAP(**) CK-35(**)
(074 Cutaneo ++++ + +
Plexiforme ++++ + +
(0¢] Cutaneo -+ ++ +
Rexiforme -+ ++ +
o4 Cutaneo -+ ++ +
Plexiforme ++++ + +
(03} Cutaneo ++++ + +
6 Cutaneo ++++ + +
Rexiforme -+ ++ +
(0] Cutaneo -+ ++ +
13 Cutaneo -+ ++ +
14 Cutaneo ++++ + +
15 Cutaneo ++++ + +
16 Cutaneo ++++ + +
18 Cutaneo -+ ++ +
19 Cutaneo -+ ++ +
20 Cutaneo -+ ++ +
2 Cutaneo ++++ + +
5 Cutaneo ++++ + +
Plexiforme ++++ + +
27 Cutaneo -+ ++ +
28 Cutaneo -+ ++ +
2 Cutaneo -+ ++ +
0 Cutaneo ++++ + +
Plexiforme ++++ + +
Y Cutaneo ++++ + +
3B Cutaneo -+ ++ +
i’} Cutaneo -+ ++ +
% Cutaneo -+ ++ +
37 Cutaneo ++++ + +
3 Cutaneo ++++ + +

(**) Osresultadosforam expressosem -, -/+, +, ++, +++ e ++++ de acordo com aquantidade de cél ulas positivas paraareacdo em questao.

Figura 1: Reagdo imunocitoquimica positiva (++++) para proteina S-100 em Figura 2: Reacdo imunocitoquimica positiva (++) para proteina GFAP em
neurofibroma cutaneo. (X 100) neurofibroma cutaneo. (X 400)
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Figura 3: Reagdo imunocitoquimica positiva (+) para proteina Ck35 em
neurofibroma cutaneo (x 100).

sitivas paraaproteina S-100, importante componente de neuro-
lemacitos, estdem conformidade com resultados morfol 6gi cos,
imunocitoquimicos®? e el etrof oréticos® anteriormente descri-
tos. Culturas celulares combinadas com estudos el etrof oréticos
mostram que as células positivas para S-100 sdo de origem neu-
roglial, mais especificamente neurolemadcitos. Distintos dos fi-
broblastos com base em critérios morfol égicos e ultraestrutu-
rais, os neurolemdcitos em cultura priméria de neurofibromas
periféricos expressam aproteina S-100, mas ndo expressariam a
GFAP2® O fato dendo expressarem GFAPem culturasedeve a
condicdo “imatura’ que estas células apresentam in vitro®. A
pouca quantidade de célul as positivas para GFAP (++) sdo con-
dizentes com esses dados. Um niimero muito reduzido de célu-
|as se apresentam positivas paraacitoqueratina 35 — Ck-35 (+),
0 gue esta de acordo com dados previamente descritos para
uma popul agéo de células Ck34 positivas'®, cujanaturezaerela-
¢ao histogenética com os constituintes de neurofibromas ndo
estaclara

A positividade a proteina S-100 parece se constituir em um mar-
cador eficiente paraa detec¢do de células neurogliais e, portan-
to, de origem neuroectodérmica®. As células do nédulo deLis-
ch também sdo positivas para S-100%2. Um estudo imunocitoqui-
mico realizado com neuroblastomas e tumores correl atos®, usan-
do a proteina S-100, concluiu que a positividade paraamesma
prové um método objetivo aceitével paraavaliacdo dadiferenci-
acdo das células desses tumores, constituindo-se num impor-
tante fator de bom progndstico, o que se aplica aos neurofibro-
mas que sao tumores benignos e que muito raramente se malig-
ni Zaln34'35'36'37'38'39.

Muitas células S-100 positivas, algumas GFAPpositivaseraras
Ck-35 positivas parecem ser o padréo celular tipico dos neurofi-
bromas, sejam eles cuténeos ou plexiformes, emboraneste Ulti-
mo haja necessidade de ampliagdo da casuisticaparaconfirma-
¢éo do padréo. N&o ha variagdes neste padrdo em neurofibro-
mas obtidos a partir de diferentes pacientes.
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