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RESUMO

Dissertacao de Mestrado
Programa de P6s-Graduagao em Medicina Veterinaria
Universidade Federal de Santa Maria

OS NERVOS PERIFERICOS E SUAS ALTERACOES NEOPLASICAS
AUTORA: ALINE DE MARCO VIOTT
ORIENTADORA: DOMINGUITA LUHERS GRACA
Data e Local da Defesa: Santa Maria, 9 de janeiro de 2006.

Foi realizada uma revisdo sobre os nervos periféricos (NP) com énfase nas suas neoplasias e
nas células de Schwann. As fungdes das células de Schwann durante o desenvolvimento do
SNP bem como sua importancia na reparagdo e remielinizagdo do sistema nervoso foram
enfocadas. A literatura consultada mostra a descoberta de numerosas funcdes dessas células
assim como novos fatores de crescimento e genes que influenciam o desenvolvimento do
SNP. Foi realizado um levantamento retrospectivo das neoplasias de SNP nos arquivos do
Laboratério de Patologia Veterindria da Universidade Federal de Santa Maria (UFSM) entre
1964 e 2004. Foram registrados 12 tumores, 7 schwannomas ¢ 5 neurofibromas. Destes, 9 (4
schwannomas e 5 neurofibromas) foram submetidos a técnicas histoquimicas e
imunoistoquimicas e avaliados sob os aspectos clinicos e morfolégicos. Histologicamente,
aspectos como caracterizag@o do tipo celular neoplasico, forma, diferenciacao celular, nimero
de mitoses, atipia celular, presenga de capsula, infiltragdo das células neoplasicas no tecido
além de outras alteracdes como edema, hemorragia, necrose e inflamacdo foram avaliados.
Através da técnica do tricromico de Masson ¢ do Picrosirius red observou-se que o tecido
conjuntivo era mais abundante nos neurofibromas e que os colagenos tipo I e tipo III foram
caracteristicos dessas neoplasias. No presente estudo, a técnica de AgNOR ndo foi eficiente
como indicador de prognoéstico ja que ndo houve diferenga estatistica significativa entre os
neurofibromas benignos e malignos e os schwannomas benignos e malignos. Os
neurofibromas foram caracterizados, através da técnica do azul de toluidina, por uma
concentragdo alta e difusa de mastocitos. Nos schwannomas essa populagdo celular era restrita
a poucas areas. Essa marcada diferenca entre as neoplasias deve-se ao fato de que os
neurofibromas sdo constituidos de tecido endoneural reativo onde os mastdcitos sao
normalmente encontrados. Imunoistoquimicamente houve forte marcagdo para a vimentina
(100%) e S100 (100%) comprovando a eficiéncia desses anticorpos no diagnostico dos
tumores de SNP. O GFAP marcou aleatoriamente os schwannomas e todas as células de
Schwann presentes nos fasciculos nervosos dos neurofibromas. O GFAP deve ser usado junto
com outros marcadores imunoistoquimicos € com outras técnicas de laboratorio para
promover um diagnostico preciso.

Palavras-Chaves: nervos periféricos, schwannomas, neurofibromas, histoquimica e
imunoistoquimica.



ABSTRACT

MS Dissertation
Programa de P6s-Graduagao em Medicina Veterinaria
Universidade Federal de Santa Maria, RS, Brasil

PERIPHERICAL NERVES AND RELATED NEOPLASMS
AUTHOR: ALINE DE MARCO VIOTT
ADVISER: DOMINGUITA LUHERS GRACA
Santa Maria, January 09, 2006.

A review on the peripheral nervous system (PNS) with emphasis on Schwann cells and
neoplastic lesions of the system was performed. Schwann cells functions during PNS
development as well as their importance during repair of nerve fibers and myelin within the
nervous system were approached. Literature review points to numerous functions of Schwann
cells and to new growth factors and genes that influence PNS development. A retrospective
study of PNS tumors was made from the files of the Veterinary Pathology Laboratory of the
Federal University of Santa Maria, Brazil, between 1964 and 2004. Peripheral nerve tumors
summed up 12, 7 schwannomas and 5 neurofibromas. From those, 9 were studied from their
clinical and macroscopical aspects, and histologically by histochemistry and
immunohistochemistry. Histological features as neoplastic cell type, shape, cell
differentiation, mitotic index, atypic cellular changes, encapsulation, neoplastic cells
infiltration on surrounding tissues, edema, hemorrhage, necrosis, and inflammation were
evaluated. Masson'’s trichrome and Picrosirius red staining methods heightened connective
tissue components that were more prevalent in neurofibromas with a characteristic
deployment of collagens I and III. In AgNOR techniques both benign and malignant
schwannomas and neurofibromas did not show significant statistic differences. Mast cells
stained by toluidine blue were more prevalent in neurofibromas which are rich in reactive
endoneurium. Schwannomas (100%) and neurofibromas (100%) were positive for vimentin
and S100 protein, so they prove to be reliable for the diagnosis of PNS tumors. GFAP marked
cells were randomly found within schwannomas and Schwann cells within neurofibromas,
and this labelling must be used together with other techniques to reach and accurate diagnosis.

Key words: peripheral nerves, schwannomas, neurofibromas, histochemistry,
immunohistochemistry.
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1 INTRODUCAO

O sistema nervoso, juntamente com o sistema endocrino, ¢ responsavel pela
maioria das fungdes de controle do organismo. O sistema nervoso € unico na imensa
complexidade das acdes de controle que pode realizar (GUYTON, 1989). Ele ¢ formado por
um grupo complexo de 6rgdos que sdo constituidos de neurénios, tecido conjuntivo ou glia e
componentes vasculares (HIATT & GARTNER, 1997).

O sistema nervoso pode ser dividido em sistema nervoso central (SNC) e
sistema nervoso periférico (SNP). O SNP recebe estimulos e os traduz para informagdes uteis,
na forma de potenciais de agdo, transmitindo estas informagdes para o SNC (HIATT &
GARTNER, 1997). Devido a essa rapida transmissdo através de finas fibras nervosas, o
sistema nervoso ¢ capaz de integrar fungdes motoras, sensitivas e cognitivas dos seres
humanos e animais (TRAPP et al., 2004).

Dentre os vérios tipos celulares, as células de Schwann sdo as principais
constituintes do SNP. Elas sdo confinadas ao SNP e em situagcdes normais raramente sao
vistas no SNC. As células de Schwann migram da crista neural e assumem a fungdo de
mielinizar ou envolver os axdénios do SNP (MIRSKY & JESSEN, 2001). Sao células
extremamente labéis, que tem um papel crucial na formagao dos nervos e auxiliam o SNC e o
SNP nos processos regenerativos (MIRSKY & JESSEN, 2001).

De um ponto de vista pratico, as patologias do SNP podem ser divididas em
trés grandes categorias: neuropatias do SNP, lesdes traumaticas e neoplasicas (ORTIZ-
HIDALGO & WELLER, 1997).

Uma variedade de estruturas podem ser identificadas em tumores do SNP,
estas incluem células perineurais, células de Schwann, axdnios e neurdnios (ORTIZ-
HIDALGO & WELLER, 1997). Histologicamente, o grau de participa¢do de cada um desses
tipos celulares na histogénese dos tumores de bainha € controverso, assim como sua
nomenclatura e o diagndstico nos animais domésticos (ARIZA et al., 1988).

O diagnostico freqiientemente depende da andlise histologica do tumor e da
detecgdo do componente celular que forma a neoplasia e sua relagdo com as estruturas
normais do nervo (ORTIZ-HIDALGO & WELLER, 1997). Com a aplicacdo de técnicas
acuradas de diagndstico, como por exemplo, a microscopia eletronica e a imunoistoquimica,

houve um incremento significativo no diagnostico dessas patologias, mas o resultado obtido
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dessas técnicas, em especial a imunoistoquimica, ainda € controverso quanto a esses tumores
(ORTIZ-HIDALGO & WELLER, 1997).

Os objetivos desse estudo foram de atualizar o conhecimento sobre processos
fisioldgicos e neoplasicos que envolvem os nervos periféricos e fazer um levantamento dos
tumores desas estruturas nos animais domésticos entre 1964 e 2004 no Laboratério de
Patologia Veterindria da Universidade Federal de Santa Maria. Para tal foram aplicadas
técnicas histoquimicas: Tricromico de Masson, Picrosirius red, azul de toluidina e AgNOR. A
marcacdo imunoistoquimica, com o uso dos anticorpos anti-vimentina, anti-S100 e proteina

acida fibrilar glial (GFAP), também foi utilizada como ferramenta diagndstica.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Histofisiologia dos Nervos Periféricos

Os nervos periféricos s3o uma linha de condu¢do que leva informagdes sensoriais
da pele, musculos e outros 6rgios ao SNC e informagdes motoras do SNC para os musculos
somaticos e orgaos efetores controlados pelo sistema nervoso autdnomo. Eles sdo feixes de
fibras nervosas (axonios), mielinizadas ou ndo, reunidas por tecido conjuntivo de maneira
especifica (RIET-CORREA, 2001). Na macroscopia, os nervos do SNP se apresentam como
feixes ou fasciculos brancos e brilhantes que s3o unidos por tecido conjuntivo.
Microscopicamente, nas sec¢des dos nervos periféricos, ¢ possivel observar a arquitetura
intrincada desse tecido. Os axoOnios e células de Schwann estdo localizados em
compartimentos endoneurais, que sdo rodeados pelo perineuro; este por sua vez forma
fasciculos individuais que sdo envoltos por tecido fibroso epineural (Figura 1) (ORTIZ-

HIDALGO & WELLER, 1997).

2.1.1 Epineuro

O epineuro consiste de uma pequena quantidade de tecido conjuntivo que tem a
fungdo de manter os fasciculos neurais reunidos e funcionar como uma barreira
semipermeavel. Ele funde-se com o tecido adiposo que margeia os nervos periféricos,
particularmente no tecido subcutineo (ORTIZ-HIDALGO & WELLER, 1997). Além de
fibroblastos, o epineuro também apresenta mastocitos, coldgeno e fibras eldsticas. A
quantidade de tecido epineural ¢ variavel, sendo mais abundante proximo as articulagdes
(HAM & CORMACK, 1979). O epineuro possui vasos sangliineos que irrigam 0S nervos
maiores. Os ramos desses vasos penetram no perineuro, carregando inicialmente com eles

uma bainha perineural, que depois t€ém o mesmo percurso no nervo (RIET-CORREA, 2001).
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Figura 1 — Diagrama dos componentes do SNP. O epineuro (EP)
contém coldgeno, vasos sangiiineos e algum tecido
adiposo. As células planas do perineuro (PN) sdo
unidas por jungdes oclusivas formando camadas
lamelares separadas por fibras de colageno. Os corpos
de Renaut (R) projetam-se para o endoneuro (EN). As
células de Schwann formam lamelas de mielina (M)
que circundam os axo6nios de maior diametro.
Multiplos axd6nios ndo mielinizados (UM) sdo
invaginados através do citoplasma das células de
Schwann. Outros elementos incluindo fibroblastos
(Fb), mastdcitos (Mc), capilares (cap) e coldgeno (col)
também sdo vistos. Fonte: Ortiz-Hidalgo & Weller, 1997.

2.1.2 Perineuro

O perineuro ¢ formado por camadas concéntricas de células delgadas que sdo
separadas por laminas de colageno. O nimero de camadas celulares varia de nervo para nervo

e depende do tamanho do fasciculo nervoso (Figura 2) (ORTIZ-HIDALGO & WELLER,
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1997). As células perineurais eventualmente fundem-se com os axonios dos nervos sensitivos
na sua porcao terminal (HAM & CORMACK, 1979).

A superficie interna ¢ revestida por varias camadas de células epiteliais unidas por
jungdes oclusivas e envoltas por uma membrana basal que isola o ambiente neural. Essas
células sdo contrateis e apresentam uma quantidade apreciavel de microfilamentos
caracteristicos das células musculares lisas. Além disso, nos casos em que hd duas ou mais
camadas celulares, ocorre a presenca de fibras de coldgeno entre as camadas, mas os
fibroblastos tipicos estdo ausentes (RIET-CORREA, 2001).

A semelhanga do que é observado no SNC em relagio & barreira hemato-
encefalica, existe a barreira sangue nervo, que impede a livre difusdo dos componentes do
plasma para o tecido nervoso periférico. As veias do endoneuro e do perineuro, em particular,
sdo relativamente impermeaveis a muitas proteinas e ions, embora haja uma marcada variagao
entre as espécies. Tanto o perineuro quanto os capilares endoneurais previnem seletivamente a
passagem de substancias para o espaco extracelular que envolve as fibras nervosas no
endoneuro, limitando a penetragdo de macromoléculas e controlando a passagem de ions para
o espaco endoneural, que protege as fibras nervosas de varios agentes nocivos (CAVANAGH,

1990).

Figura 2 — O compartimento endoneural (EN) contém
fibras nervosas mielinizadas e ndo
mielinizadas e células de Schwann que ¢

cercada pelo perineuro (PN). Fonte: Ortiz-
Hidalgo & Weller, 1997.
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2.1.3 Endoneuro

No endoneuro se localizam os axdnios envoltos pelas células de Schwann além de
fibras coldgenas, fibroblastos, capilares e alguns mastocitos (Figura 2) (ORTIZ-HIDALGO &
WELLER, 1997). O espago endoneural ¢ interno ao perineural e contém uma matriz
extracelular constituida de glicoproteinas produzidas pelas células endoneurais, pelos
fibroblastos ou pelas células de Schwann. Essa matriz lubrifica as fibras nervosas para que
elas deslizem durante o movimento do corpo, essa matriz ainda ¢ responsavel pela
manuten¢do do ambiente idnico das fibras nervosas favoravel a conducio do impulso nervoso

(RIET-CORREA, 2001).

2.2 Origem da linhagem das células de Schwann na crista neural

As células da crista neural migram do polo dorsal da crista e se diferenciam em
uma variedade de tipos celulares em diferentes localizagdes embriondrias. Esses tipos
celulares incluem neurénios periféricos, células de Schwann, melanécitos, células endocrinas,
musculos lisos, cartilagem e tecido 6sseo (SHAN et al., 1994).

Os mecanismos pelos quais essas células diversificam seus fendtipos t€ém sido o
proposito de muitos estudos. Uma possibilidade ¢ que a escolha dos fendtipos pelas células da
crista neural ¢ ditada por interagdes do ambiente, ou seja, as células se diferenciam ao longo
da sua migragdo, de acordo com o meio ao qual sdo expostas, até o seu sitio final de
localizagdo. Uma segunda possibilidade é que a diversidade fenotipica seja inerente a cada
célula da crista neural. Nesse caso a crista neural seria uma mistura heterogénea de células
com o destino ja predeterminado (FRASER & FRASER, 1991).

Andlises das linhagens celulares do sistema nervoso central (SNC) e do sistema
nervoso periférico (SNP) de vertebrados revelaram que muitos progenitores celulares neurais
sao multipotenciais, e algumas células da crista neural sao pluripotenciais, ou seja, capazes de
originar a maioria ou todas as linhagens celulares que derivam da crista neural, incluindo
linhagens mesoectodérmicas e neurais (ANDERSON, 1993).

O desenvolvimento das células de Schwann a partir da crista neural, ainda ¢
pobremente entendido, em termos das fung¢des dos sinais epigenéticos, interagdes célula-
célula, escolha na natureza e na condug¢do de mudancas fenotipicas e da localizacdo das

células multipotentes que iram originar as células de Schwann (JESSEN et al.,1994).
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O desenvolvimento da linhagem das células de Schwann pode ser dividido em trés
pontos criticos: transicao das células da crista para precursores, precursores para células de
Schwann imaturas e finalmente, a formagao de dois tipos de células de Schwann maduras

mielinizantes e ndo mielinizantes, vistas nos nervos adultos (Figura 3) (MIRSKY et al., 2001).

®e — -
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Figura 3 — Desenvolvimento das células de Schwann (CS) a partir das células da crista
neural.

2.3 Moléculas que regulam a geracdo, proliferacdo e diferenciacdo das células de
Schwann

Em ratos, trés fatores de crescimento ja foram identificados na diferenciacdo das
células oriundas da crista neural originando linhagens distintas. O fator de crescimento glial
(GGF), uma neuregulina que promove a diferenciacdo glial, o fator de crescimento
transformador B (TGF-B) que promove a diferenciacdo da musculatura lisa, e as proteinas
morfogenéticas do osso 2 ¢ 4 (BMP2/4) que promovem a diferenciacdo dos neuronios

auténomos e menos intensamente musculos lisos. Existem evidéncias de que o GGF também
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pode atuar como um fator de sobrevivéncia para os precursores das células de Schwann, e as
neurotrofinas sao identificadas promovendo a sobrevivéncia de neurdnios periféricos
derivados da crista neural (FRASER & FRASER, 1991).

J& foi demonstrado que a sobrevivéncia das células de Schwann imaturas, e talvez
sua origem através da crista neural, dependa criticamente de um derivado axonal, a [-
neuregulina-1. As neuregulinas atuam nas células de Schwann através de dois receptores
heterodiméricos conhecidos como rErbB2 e rErbB3 (JESSEN & MIRSKY, 1994; SYROID et
al., 1996). A B-neuregulina-1 induz a proliferagdo das células de Schwann envolvendo a
ativacao da proteina ativada mitogénica (MAP), e aumento dos niveis de AMP ciclico (cAMP)
(MIRSKY & JESSEN, 2001).

Alguns fatores de transcricdo sdo essenciais para a diferenciacdo das células de
Schwann. Eles traduzem e modulam a expressdo de conjuntos distintos de genes que irdo

marcar e dirigir a diferenciagdo das células (Figura 4) (TOPILKO & MEIJER, 2001).

FETAL POS NATAL
EEEEN
Célula da Precursordas  cglula de Célula de Célula de Schwann
i Células de Schwann Schwann pro- mielinizante
Crista Schwann | ielinizant
Neural matura mielinizante
OcT-6
Krox-20
Krox-24 —
Pax-3 —— EE——

SOX'1 0 . _____________________________________________________________________________________________________________|]

P =Z e r o 1m———

Figura 4 — Expressao dos fatores de transcri¢do que regulam a diferenciacdo das células de

Schwann e seus precursores durante o desenvolvimento fetal e pds-natal. Fonte:
modificado de Topilko & Meijer, 2001.
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O fator de transcricdo de maior importancia no desenvolvimento das células da
crista ¢ o fator de transcricdo S0X-10. Em camundongos nocauteados para o Sox-10, os
precursores e células de Schwann imaturas sdo ausentes e os melanocitos sdo reduzidos. Esses
efeitos sdo atribuidos a diminuicao de receptores para a B-neuregulina-, pois o S0x-10 regula a
expressdo dos receptores ErbB3 e ErbB2 (SHARMA et al., 1995). O Sox-10 ¢ membro de
uma familia multigénica que tem em comum um “motif” denominado SRY (“motif” do gene
determinante do testiculo - SRY box). O SYR ¢ um grupo de proteinas associadas a cromatina.
A proteina Sox tem uma ligacdo caracteristica com o DNA através de uma seqiiéncia
palindromica A/TA/TCAAA/T em uma hélice de DNA (TOPILKO & MEIJER, 2001).

O Sox-10 ¢ expresso na crista neural e nos seus derivados do SNP. No SNC o Sox-
10 ¢ expresso pelos precursores dos oligodendrocitos durante seu desenvolvimento e
maturagdo. No SNP o Sox-10 estd ativo nos ganglios sensorio-sensitivos e nas células de
Schwann, sendo que nestas a expressdo ocorre em todos os estagios de diferenciagdo s
diminuindo apds o nascimento (TOPILKO & MEIJER, 2001).

Em algumas células migrantes da crista neural de ratos e galinhas, foi detectada a
expressdo do gene para a proteina mielinica periférica (Pp) (MIRSKY et al., 2001). O gene Py
comega a ser detectado a partir das células de Schwann imaturas; apesar dos niveis serem
baixos, eles vém sendo usados como marcadoras para os precursores das células de Schwann.
Isso porque marcadores para a proteina S100 e para a proteina acida fibrilar glial (GFAP) nao
podem ser usados, pois essas proteinas sdo expressas tardiamente no desenvolvimento da
linhagem celular. Em nervos de ratos adultos, a expressdo do gene Py ¢ restrita as células de
Schwann mielinizantes. Agregados de células da crista, positivos para a proteina Py tendem a
estar localizados préximos a axonios B3-tubulina positiva, os quais sdo projetados além do

tubo neural (Quadro 1) (MIRSKY et al., 2001).

Células da crista migrantes Precursores das células de Schwann
B-neuregulina -1, ndao  promove | B-neuregulina -1, promove sobrevivéncia.
sobrevivéncia.

Py negativa Py positiva

Proteina mielinica periférica (PMP22) | Proteina mielinica periférica (PMP22) positiva
negativa

PLP negativo PLP positivo
GAP-43 negativo GSP-43 positivo
CDy negativo CDy positivo
B-FABP negativa B-FABP positiva

Quadro 1 — Principais diferengas entre as células da crista migrantes e os precursores de
células de Schwann em ratos e camundongos. Fonte: Mirsky & Jessen, 2001.
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Os precursores das células de Schwann sdo tipicamente encontrados nos nervos de
ratos no décimo quarto e décimo quinto dias de vida embriondria, e as células de Schwann
imaturas estdo presentes por volta do décimo sétimo dia (MIRSKY & JESSEN, 2001).

A geracdo de células de Schwann a partir dos seus precursores ¢ realizada
abruptamente, e¢ as diferencas entre essas duas células estendem-se por um numero de
diversos e aparentemente ndo relatados fenotipos (Quadro 2). Uma das maiores € mais
notaveis caracteristicas dos precursores ¢ a dependéncia marcada dos sinais de sobrevivéncia
axonais. Um dos sinais axonais que regula a sobrevivéncia dos precursores celulares ¢ a -
neuregulina-1 (MIRSKY & JESSEN, 2001).

O GGF h4d muito tempo ¢ um dos suspeitos de participar ativamente no
desenvolvimento e sobrevivéncia dos precursores das células de Schwann (JESSEN et al.,
1994). O GGF-II foi identificado recentemente como uma isoforma da B-neuregulina-1
(MIRSKY & JESSEN, 2001). Jessen & Mirsky (1994) estudaram como a geragdo de dois
tipos celulares, neuronios e células de Schwann, sdo afetados pela adigdo de GGF-II. Sob
condi¢des basais, cerca de 90% dos clones sobreviviam em meio de cultivo por cerca de 16
dias, dentre estes se observavam neurdnios e células de Schwann, mas somente 10% dessas
células eram células de Schwann. Quando adicionado GGF-II, esse quadro era alterado
drasticamente; somente 5% das células sobreviviam e 95% delas eram células de Schwann.

O GGF quando purificado, consiste de trés proteinas distintas, GGF-I (34 Kd),
GGF-II (59 Kd), e GGF-III (45 Kd), e todos podem estimular a diferenciacdo dos precursores
das células de Schwann, para células de Schwann imaturas. Os GGFs sdao produtos oriundos
de “splicing” alternativo de um tnico gene (JESSEN & MIRSKY, 1994). O RNA mensageiro
(mRNA) do GGF-II pode ser detectado facilmente em embrides de ratos a partir do 13° dia de
gestagdo (SHAN et al., 1994).

Um dos primeiros relatos da a¢do da B-neuregulina-1 relacionada a sobrevivéncia
dos precursores das células de Schwann e das células de Schwann recém formadas,
demonstrou que precursores nao podem sobreviver por mecanismos autdcrinos. A
sobrevivéncia dessas células ¢ agudamente dependente de sinais neuronais liberados pelos
axonios, as B-neuregulinas-1. Durante o periodo embriondrio a B-neuregulina-1 é expressa
pelos ganglios da raiz dorsal (DRG) e pelos neurdnios motores, e ela vai se acumulando ao
longo dos tratos axonais em associagdo com o proteoglicano heparan sulfato (MIRSKY &

JESSEN, 2001).
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Além dos sinais de sobrevivéncia a PB-neuregulina-1 estimula a migracao das
células de Schwann. Quando essa migragcdo ¢ reduzida, os precursores e as células de
Schwann apresentam anormalidades, pois os nervos formados ndo irdo possuir nenhuma
célula de Schwann na sua superficie. A concentracdo de B-neuregulina-1 cai drasticamente
com a transformacdo dos precursores em células de Schwann maduras (MIRSKY & JESSEN,
2001).

Os precursores das células de Schwann, presentes no décimo quarto dia,
expressam receptores de baixa afinidade para a neurotropina p75, Py, e proteina mielinica

periférica (PMP) (JESSEN & MIRSKY, 1994).

Precursores das células de Schwann Células de Schwann imaturas
Morte por apoptose quando removidas Sobrevivéncia das células sob as mesmas
dos axonios e plantadas in vitro condigdes
S100 citoplasmatico + S100 citoplasmatico -
Nao se dividem em resposta ao FGF Dividem-se em resposta ao FGF
Nivelam-se quando em contato cel-cel in Bi ou tri polar in vitro
vitro
Motilidade +++ Motilidade+
04 antigeno negativo 04 antigeno positivo
GFAP negativo GFAP positivo

Quadro 2 — Principais diferencas entre os precursores das células de Schwann e células de

Schwann imaturas do nervo cidtico de ratos e camundongos. Fonte: Mirsky et al.,
2001.

Segundo Mirsky & Jessen (2001), uma maior concentracdo de cAMP e a presenga
de um grupo de fatores de crescimento como o fator de crescimento fibroblastico tipo 2 (FGF-
2), o fator semelhante a insulina (IGFs) e fatores de transcri¢do, estimulam a escolha das
células de Schwann imaturas em células de Schwann mielinizantes e ndo mielinizantes.

Mudancas morfologicas e bioquimicas ocorrem em ambas as células, mas sdo mais
acentuadas nas células mielinizantes, hd uma grande expressdo protéica nestas células com
modifica¢des na sintese de membrana para a produgdo das lamelas de mielina (MIRSKY et
al., 2001).

Os dois tipos de células de Schwann expressam diferentes tipos de moléculas. As
c¢lulas de Schwann ndo mielinizantes expressam altos niveis de moléculas de adesdo celular
neural (NCAM) e molécula de adesdo 1 (L1), modestos niveis de receptores do fator de
crescimento do nervo (NGFR/p75), uma proteina associada ao crescimento (GAP—43) e um

conjunto distinto de proteinas do citoesqueleto incluindo a GFAP, mas ndo expressam
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proteinas relacionadas com a mieliniza¢do. Ao contrario as células de Schwann mielinizantes
expressam pouco ou nenhum NCAM, L1, NGFR/p75, GAP-43, e GFAP, mas, altos niveis de
proteinas mielinizantes, incluindo proteina Py, proteina béasica mielinica (MBP), PMP de 22
kDA, conexina 32, glicoproteina associada a mielina (MAG) e periaxina (SCHERER &
SALZER, 2001).

Essa marcada diferencga entre as moléculas das células de Schwann mielinizantes e
ndo mielinizantes ¢ o resultado da expressdao de diferentes fatores de transcri¢do especificos
de cada tipo celular (SCHERER & SALZER, 2001; MIRSKY et al., 2001).

Os fatores de transcricdo Krox-20 e Krox-24 sdo membros da familia de genes Egr
(fator responsavel pelo crescimento inicial). O EgQr possui um dominio de ligacdo altamente
conservado composto de trés “motifs Zinc finger”, juntos esses dominios reconhecem nove
pares de base ricos em guanina (G) e citosina (C) no DNA. A expressdao do Krox -20 e o
Krox-24 somente ¢ inibida com a expresdo da proteina NAB1 e NAB2, os NABs atuam
reprimindo uma série de “promoters” (TOPILKO & MEIJER, 2001).

Camundongos nocauteados para Krox-20 morrem antes do nascimento e
demonstram defeitos na segmentacdo do encéfalo, formacdo do osso e formacdo e
desenvolvimento das células de Schwann. Nocauteados para Krox-24 tem defeitos no
crescimento e esterilidade em ambos os sexos devido a uma severa disfuncao na hipofise
(TOPILKO & MEIJER, 2001).

A andlise da atividade dos Krox-20 e 24 em animais, revelou que esses fatores t€ém
multiplos locais de expressdo incluindo precursores das células de Schwann e células de
Schwann maduras. O Krox-24 ¢ restrito aos precursores das células de Schwann e o Krox-20
as células de Schwann imaturas. Ambos os genes sdo ativados por volta do décimo dia de vida
embriondria e sdo mantidos até o décimo quarto dia de gestagdo. A partir do décimo quinto
dia, mudangas importantes ocorrem na expressao desses genes: Krox-20 ¢ ativado ao longo de
muitos nervos periféricos em sub-populacoes das células de Schwann imaturas, enquanto que
o Krox-24 ¢ sub-expresso. Essa observacdo sugere que a decisdo de mieliniza¢do coincide
com o periodo de conversdo dos precursores das células de Schwann para células de Schwann
imaturas (TOPILKO & MEIJER, 2001).

Animais Krox-20 nocauteados demonstraram severa perturbagdo no processo
mielinizante. O Krox-20 em células de Schwann S100 positivas induz a mielinizagdo através
da produgdo de MAGs, e liberacdes expressivas de Py, MBP, PMP22 e proteina mielinica dois
(P»). Analises da ativagdo do fator Krox-20 revelaram que € necessario um contato axonal

continuo para que essa expressao ocorra (TOPILKO & MEIJER, 2001).
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Outro fator de transcrigdo, o Oct-6, ¢ membro de um grupo de proteinas nucleares
caracterizadas por alta conservacdo do dominio POU. O dominio POU constitui-se de um
dominio ligado ao DNA com duas regides conservadas separadas por uma pequena seqiiéncia
de ligacdo. O POU reconhece uma seqiiéncia de nucleotideos octameros ATTTGCAT
(TOPILKO & MEIJER, 2001).

Altas concentragoes intracelulares de cAMP levam a uma super expressao do gene
Oct-6. Altas concentracdes de cAMP também levam a super expressdo de genes que
codificam Py e o P,. In vivo, a expressao do Oct-6 ¢ observada inicialmente em precursores de
células de Schwann e células de Schwann imaturas. A super regulagdo de Oct-6 precede a
expressao do Krox-20; durante o desenvolvimento pds-natal o Oct-6 ¢ expresso em altos
niveis nas células pro-mielinizantes e mielinizantes, € em baixos niveis em células nao
mielinizantes (TOPILKO & MEIJER, 2001).

O Oct-6 estimula a expressdao de genes que incluem o Krox-20, isso faz com que
ocorra um direcionamento das células de Schwann de um estdgio promielinico para um
estdgio mielinico. Em células mielinizantes o Oct-6 funciona como um repressor de seu
proprio gen, e possivelmente de outros. Essa caracteristica inibe uma super mielinizagdo
axonal, isso nos demonstra que o Oct-6 possui diferentes fungdes em diferentes estagios do
desenvolvimento das células de Schwann: ativador em células promielinizantes e repressor
em células mielinizantes. A expressdo do Oct-6 gradualmente vai se extinguindo apds a
primeira semana de vida, essa baixa regulacdo ¢ dependente da maturagdo do nervo,
sugerindo a existéncia de um “feedeback” negativo envolvendo o Oct-6 ¢ a diferenciagdo
terminal das células de Schwann (TOPILKO & MEIJER, 2001).

O Pax-3, semelhante ao dominio POU, possui uma proteina de ligagdo de dois
“motifs” bipartidos, os quais se ligam com uma seqiiéncia TAAT ou TGGA. Camundongos
homozigotos para o alelo Pax-3 morrem in utero por volta do décimo quarto dia de gestagao
com defeitos severos no tubo neural, auséncia da musculatura, defeitos no SNP ¢ de
pigmentacdo. Em particular os nervos periféricos ndo possuem células de Schwann ou
possuem um nimero muito reduzido (TOPILKO & MEIJER, 2001).

O Pax-3 ¢ expresso em dois momentos no desenvolvimento da linhagem das
células de Schwann, o primeiro até o décimo quinto dia da vida embrionaria ¢ o segundo
recomeca por volta do nascimento. Acredita-se que o Pax-3 funcione como um repressor dos
genes mielinizantes, caracterizando as células de Schwann nao mielinizantes (TOPILKO &

MELJER, 2001).
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2.4 Funcdes das células de Schwann

2.4.1 Durante o desenvolvimento do sistema nervoso

Em roedores, nos primeiros dias de vida, as células de Schwann imaturas divergem
em fungdo: as mielinizantes envolvem os axonios de maior didmetro ¢ os mielinizam e as nao
mielinizantes acomodam-se superficialmente sobre os axonios de menor didmetro formando
uma membrana celular (MIRSKY et al., 2001). Esse processo ¢ guiado por sinalizagdo dos
axonios, apesar da natureza dessa comunicagdo ainda permanecer alusiva (JESSEN &
MIRSKY, 1994).

A fungdo e a arquitetura axonal tém uma forte correlagdo com a presenca da
mielina que ¢ formada pelas células de Schwann mielinizantes. Em camundongos mutantes
“Trembler” que sofrem de um defeito na PMP22, os axdnios tem um didmetro reduzido,
incremento na densidade do neurofilamento e reduzida fosforilacdo do neurofilamento. A taxa
de transporte axonal também ¢é baixa, o que ndo ocorre em segmentos de axdnios normais
(MIRSKY & JESSEN, 2001).

O tecido perineural que cerca os nervos periféricos atua como uma barreira de
protecdo para o SNP. Evidéncias obtidas demonstraram que uma molécula secretada pelas
células de Schwann, Desert Hedgehog, que ¢ membro da familia de moléculas sinalizantes
Hedgehog, esta envolvida na formagdo, ndo somente do perineuro, mas também no tecido

conectivo endo e epineural (MIRSKY & JESSEN, 2001).

2.4.2 Mielinizacdo do sistema nervoso periférico

O desenvolvimento dos nervos periféricos envolve um processo de interagdo
simbidtica e dindmica, entre axonios e células de Schwann (JESSEN & MIRSKY, 1994). As
células de Schwann e seus precursores t€ém um papel crucial na geragao dos nervos periféricos
(MIRSKY & JESSEN, 2001). A interagdo come¢a com um sinal do axdnio que age no
recrutamento de populacdes celulares potencialmente mielinizantes, na sua diferenciacao e
proliferacdo e na iniciacdo da sintese e manutencdo das moléculas especificas da mielina

(GRACA, 1988).
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Quando os precursores das células de Schwann entram em contato com os axénios,
elas ativamente se dividem, e pavimentam células GAP-43 positivas e f3-tubulina positivas.
Esta subseqiiente diferenciagdo das células de Schwann em ratos ocorre em torno do décimo
sexto ao décimo sétimo dia de vida embriondria, e esse periodo ¢ marcado pela aquisi¢dao de
morfologia bipolar e imunorreatividade a S100 (JESSEN & MIRSKY, 1994).

Nesse estagio, as células migrantes estendem processos, que penetram entre os
axonios e segregam progressivamente pequenas quantidades de mielina. A proliferacao das
células de Schwann e segregacdo de mielina continuam no recém nascido, e cada segmento de
axonio mielinizado ¢ envolto por uma célula de Schwann mielinizante (JESSEN & MIRSKY,
1994).

O processo de mielinizagdo se inicia quando uma projecdo da célula-bainha
envolve um axdnio e forma uma espiral frouxa ao seu redor. Com o tempo, as camadas
formadas se compactam pela expulsdo do citoplasma e formam uma estrutura lamelar com
bandas eletrodensas espessas - derivadas da aposicdo das faces citoplasmaticas das
membranas — e menos eletrodensas - derivadas da aposicao das fases externas das membranas.
Ambas as bandas recebem a denominacdo de linha densa principal (LDP) e linha
intraperiddica (LI), respectivamente (GRACA, 1988).

Apds o nascimento, o ciclo de desenvolvimento das células de Schwann se
prolonga por dois a quatro dias; no final do processo de mielinizacdo, a mielina fornecida
pelas células de Schwann torna o ax6nio maior em didmetro em uma propor¢do de 1:1
(SYROID et al., 1996).

O método pelo qual o nimero de células de Schwann ¢é regulado para produzir
uma relacdo axdnio/células de Schwann mielinizantes de 1:1, ainda permanece inexplorado.
Syroid (1996) deixa claro que existe uma clara inibi¢ado da proliferacdo das células de
Schwann, iniciado principalmente no terceiro dia apds o nascimento. Esse processo ¢ marcado
por uma série de transformacgdes morfologicas intrinsecas a célula e relacionadas com a
apoptose (SYROID et al., 1996).

A morte programada da linhagem da célula de Schwann ¢ iniciada por uma
relativa deficiéncia na sintese de fator de crescimento e diferenciagdo (NRG) e do fator do
crescimento neural (NGF), produzido por um decréscimo na quantidade de receptores ErbB2
e ErbB3 (SYROID et al., 1996, MIRSKY et al., 2001). Esse mecanismo apoptotico também
ocorre em células de Schwann indevidamente posicionadas ou mal formadas (SYROID et al.,

1996).
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Estudos em cultura de células t€ém demonstrado que quatro agentes, NGF,
progesterona, fator 1 do crescimento Insulina—“like” (IGF-1) e NGF derivado do cérebro,
podem sustentar ou aumentar a mielinizagdo de pequenos axonios in vitro. Outros dados
obtidos in vitro demonstraram que o fator neurotrépico derivado glial (GDNF) é outro agente
capaz de sustentar a mielinizagdo das fibras nervosas (HOKE et al., 2003).

Outro evento no desenvolvimento neuronal que ¢ regulado pelas células de
Schwann ¢ a formacdo dos nodos de Ranvier. H4 uma forte correlagdo entre a presenca de
c¢lulas de Schwann (ndo necessariamente em contato direto com o axonio), e a presenca de
agregados focais de canais de sédio (Na") nas membranas axonais. Isto é visto em um grande
numero de situagdes: durante o desenvolvimento do nervo, durante o reparo seguido por
destrui¢do quimica da mielina e quando células de Schwann sdo acrescentadas a axonios in

vitro (MIRSKY & JESSEN, 2001).

2.4.3 Reparagdo do sistema nervoso periférico

Os processos mielinizantes regenerativos do SNP sdo muito semelhantes aos
observados na mielinizagdo durante o desenvolvimento (HOKE et al., 2003).

Invertebrados e vertebrados como anfibios primitivos, podem regenerar axonios e
refazer conexdes precisas nos sistemas nervosos central e periférico. Em contraste, em
mamiferos superiores, lesdes no sistema nervoso podem levar a paralisia permanente.
Entretanto, o SNP, pode recuperar muito das fun¢des que foram perdidas apos injuria (Figura
5) (FAWCETT et al., 2001).

Quando um nervo periférico ¢ cortado ou comprimido, os axdénios do local da
lesdo sdo desconectados dos seus respectivos corpos celulares e comecam a degenerar,
processo conhecido como degeneracdo walleriana. O sinal que inicia a degeneragdo
walleriana ndo ¢ conhecido. Uma possibilidade ¢ a diminui¢do do fator neuronal que mantém
o fendtipo mielinizante das células de Schwann, como a B-neuregulina-1. Essa mudanca
fenotipica causa uma mutacdo genética que resulta na triplicagdo de um fator “tandem” que
forma uma proteina quimérica de fusdao da ubiquitina e degradagdo da proteina 2 (Ufd2).
Essas proteinas, que ndo existiam previamente, desencadeiam o processo de degeneragdo

walleriana (SCHERER & SALZER, 2001).



36

Figura 5 - Diagrama sumarizando os eventos que
ocorrem durante a degeneragdo e
regeneragdo dos axonios. A. Nervo normal.
B. Sete dias ap6s a lesdo axonal,
observam-se células de Schwann, restos
de axonios e debris de mielina. As células
de Schwann estdo em mitose para formar
novas bandas de Biingner. C. Proje¢des
axonais sdo emitidas a partir do final
tumefeito do axoénio proximal. D. O
axOnio comeg¢a a ser mieclinizado. E. A
conexao com o Orgao ¢ restabelecida, € os

internodos regenerados sdo curtos. Fonte:
Ortiz-Hidalgo & Weller, 1997.

A mielina que envolve os axdnios também degenera, mas as células de Schwann
ndo sao afetadas, pois, elas sdo mantidas por fatores autdcrinos de sobrevivéncia. Esses
mecanismos autocrinos de sobrevivéncia sdo detectados a partir do décimo oitavo dia de vida
embriondria. O sucesso desse processo reside em um “cocktail” de trés fatores de crescimento
IGF-2, fator de crescimento derivado das plaquetas (PDGF-2), e neurotropina (NT-3) que

atuam sinergicamente para bloquear a morte da célula de Schwann. Ha evidéncias de que o
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fator inibidor da leucemia (LIF) e fatores como FGF-2, TGF-§ e o fator do crescimento de
hepatdcitos também estejam implicados nesse processo das células de Schwann (MIRSKY &
JESSEN, 2001).

Durante a primeira semana pds-injuria as por¢des distais dos axdnios fragmentam-
se e desaparecem. E as bainhas de mielina se separam formando estruturas ovoéides. Apos
algumas semanas, essa mielina ¢ fagocitada pelos macréfagos que migram da circulagao
sangiiinea para o nervo lesionado. Muito do colesterol, que provem da porcao fosfolipidica
das bainhas de mielina originais, € reincorporado para formar novas lamelas de mielina. Os
macrofagos e os fibroblastos endoneurais sdo os responsdveis por esse processo. Eles
secretam lipoproteinas que contém o colesterol reciclado e &cidos graxos que sao
reincorporados as células de Schwann por receptores lipoprotéicos de baixa densidade
(SCHERER & SALZER, 2001).

As células de Schwann sdo estimuladas a se dividir intensivamente entre 3 e 5 dias
(SCHERER & SALZER, 2001). Elas proprias secretam varios fatores de crescimento
incluindo neurotrofinas (NGF) e fator neurotropico derivado do encéfalo (BNDF). Em
resposta a transec¢do de um nervo, a expressao de mRNA do GDNF, aumenta drasticamente,
0 que nos leva a crer que o GDNF esta fortemente implicado na regeneracdo dos nervos
periféricos. O GDNF também tem sua expressdo aumentada em modelos experimentais de
neuropatias motoras em ratos, varias neuropatias humanas e em nervos humanos
traumatizados (HOKE et al., 2003).

Quando ocorre a perda do contato axonal, as células de Schwann mielinizantes
expressam muitas proteinas de adesdo nas suas membranas, caracteristicas das células de
Schwann ndo mielinizantes, como a NCAM, L1, NGFR/p75 e GAP-43, ¢ diminuem
drasticamente a sintese de proteinas mielinicas e glicolipidios. Essas mudancas na expressao
protéica e glicolipidica sdo provavelmente adaptativas, para promover a adesdo das células de
Schwann a lamina basal do axonio lesionado. Em tecidos ndo lesionados, axonio/célula de
Schwann sdo unidos e envoltos por uma lamina basal composta de moléculas como colageno,
laminina e fibronectina. Exceto quando destruida, essa lamina permanece intacta no nervo
degenerado. As novas células de Schwann que sdo formadas, vdo aderindo a lamina basal e
formando um tubo, dentro do qual os brotamentos axonais sdo orientados. Essa unido da
lamina basal mais as células de Schwann ¢ chamada de banda de Biingner (SCHERER &
SALZER, 2001).

Os genes mielinizantes sdo re-expressos quando ocorre a reinervacdo; nessa etapa

ha um decréscimo na expressdo das moléculas de adesdo e aumento na ativacdo de fatores de
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transcrigdo pro-mielinizantes (Tst-1, Oct-6, SCIP) e mielinizantes (Krox-20) (SHERER &
SALZER, 2001). O Krox-20 ¢ super expresso em cé¢lulas expostas a fatores troficos como a f3-
neuregulina-1, CNTF e FGF-2 (TOPILKO & MEIJER, 2001; SCHERER & SALZER, 2001).

Os eventos celulares que ocorrem no local da lesdo vao depender da natureza da
injuria. Quando a lesdo danifica substancialmente a lamina basal, e as células de Schwann
morrem, o tecido lesionado € substituido por tecido cicatricial. A combinag¢dao de injuria e
reparo causa uma consideravel proliferacdo de fibroblastos, perineurais e endoneurais. Os
fibroblastos do SNP produzem grande quantidade de um proteoglicano inibidor NG2, que
impede a regeneracdo axonal na area lesada. Se a regeneracdo ocorrer de uma forma
inadequada, o tecido cicatricial pode se sobrepor e se tornar uma barreira para a regeneragao,
formando assim um tecido cicatricial, denominado neuroma (FAWCETT et al., 2001).

Os axonios sofrem muitas mudangas estruturais e bioquimicas em resposta a
agressao sofrida. A primeira ocorre no local da lesdo, aproximadamente uma hora apos a
injuria, a linha de corte ¢ lacrada, e ha a formagdo de uma estrutura semelhante a um cone de
crescimento. Esse cone tem como funcdo evitar que ions axonais sejam transportados para o
meio e que ions do meio sejam transportados para o corpo do axdénio, além de promover uma
maior acuracia na regeneragao axonal. Maiores mudangas vao ocorrendo na expressao génica
e producao de proteinas. Com o decorrer do tempo, novas proteinas sdo transportadas atraveés
do corpo celular, como proteinas do citoesqueleto e a tubulina Tal, que servem como base
para o alongamento do axonio (FAWCETT et al., 2001).

Diferentes fatores troficos auxiliam no processo regenerativo do SNP. Os nervos
degenerados sdo uma fonte importante de fatores troficos assim como as células de Schwann
mielinizantes ou ndo. Esses fatores sdo o conjunto de aproximadamente cinco familias de
moléculas e seus receptores que vao manter o crescimento e sobrevivéncia dos axonios e
neurdnios motores e sensitivos, apos injuria tecidual (Figura 6) (LEVITAN & KACZMAREK,
2002).
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Figura 6 — Principais fatores troficos que auxiliam no processo regenerativo
do sistema nervoso periférico, receptores € mecanismo de agao
mais importante. BDNF (fator neurotrofico derivado do
encéfalo), NT (neurotropina), NGF (fator do crescimento do
nervo), trk (receptor de alta afinidade).

Em mamiferos, a familia das neurotrofinas tem quatro membros: NGF, BNDF,
NT-3 e NT-4. Essas neurotrofinas t€ém origem tecidual distinta, como neurdnios especificos,
células de glia e tecidos periféricos como, por exemplo, os musculos, mas todos tém agao
semelhante promovendo o crescimento dos nervos e sobrevivéncia dos neurdnios autdonomos
sensitivos e motores (Quadro 3) (LEVITAN & KACZMAREK, 2002). Muitos neurdnios
respondem a mais de uma neurotrofina; cada neurotrofina se liga ao neurdnio respectivo
através de um receptor de alta afinidade, TrKA, TrKB e TrKC e ndo seletivamente a um
receptor de baixa afinidade, o p75. Os receptores Trk dimerizam e sdo autofosforilados via
dominio quinase intracelular, que ativa vdrios sinais intracelulares que incluem o ras,
fosfatidilinositol 3-quinase (PI3-K) e a fosfolipase Cy (PLC y) (SCHERER & SALZER,
2001).

Dentre as neurotrofinas, a mais conhecida ¢ o NGF, que tem como receptor o
TrkA. Interrupgdes no transporte retrogrado dessa neurotrofina resultam em profundas
mudangas nos neurdnios que incluem o decréscimo na expressdao do mRNA do receptor p75, e
nas subunidades dos neurofilamentos assim como certos peptideos como a substincia P ¢ o
peptideo relacionado ao gene da calcitonina (CGRP). Os niveis de NGF aumentam em nervos
submetidos a injuria; esse incremento esta relacionado a presenca de interleucinas,

principalmente a interleucina 1 (IL-1) liberada pelos macrofagos que migraram para o local da
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lesao. Testes de hibridizagao in situ demonstraram altas concentragdes de mRNA do NGF em
fibroblastos, sendo que as células de Schwann também aparecem como uma fonte potencial
de NGF (SCHERER & SALZER, 2001).

Os neurdnios motores expressam os receptores TrkB e TrkC, portanto somente as
neurotrofinas BNDF, NT-3 e NT-4 suportam a sobrevivéncia dos neur6nios motores em
cultura, ap6s injaria neonatal, e em modelos animais de doengas em neurdnios motores. Em
lesdes de neurdnios motores adultos, a administracdo exégena de BNDF ou NT-4 diminuiu a
perda de colil-acetiltransferase. O uso de NT-3 ou NT-4 impede que ocorra uma diminui¢ao
na velocidade de condugdo do impulso no nervo motor € mantém o potencial excitatorio pos-
sinaptico (SCHERER & SALZER, 2001). O NT-3 exo6geno aumenta o poder regenerativo de
axdnios motores € a reinervacao dos musculos esqueléticos (ANDERSON, 1997).

As células de Schwann desnervadas expressam altos niveis de receptores p75, isso
ocorre somente quando ha perda do contato com os axonios. Quando a regeneragdo comega, a
expressao de receptores p75 cai drasticamente. Outros receptores como o TrkB e o TrkC
também podem ser encontrados. Ainda ndo ¢ conhecida a funcdo exata desses receptores,

qual é o seu mecanismo de acao junto as células de Schwann (FAWCETT et al., 2001).

Propriedade Acédo

Sobrevivéncia neuronal Preveng¢ao da morte dos neuronios

Crescimento do nervo Estimula¢dao da elongacdo de axonios e
dendritos

Brotamento do nervo Estimulagao da brotagdo de axoOnios e
dendritos nos nervos adultos

Ac¢des anabolicas Incremento no tamanho neuronal

Diferenciacao Indugdo da sintese de proteinas
necessarias para o fendtipo neuronal

Modulagao da transmissao Aumento da sintese de
neurotransmissores, neuropeptideos e suas
enzimas sintetizantes

Propriedades eletroliticas Alteragdo da atividade e niveis dos canais
10nicos

Quadro 3 - A¢des das neurotrofinas na regenerag¢do do sistema nervoso. Fonte: Levitan &
Kaczmarek, 2001.

Outros fatores tréficos importantes no processo regenerativo sdo os fatores de
crescimento transformadores  (TGF-). Essa familia compreende trés isoformas: o TGF-B1, -
B2 e -B3, em adigdo, esse grupo contém uma enorme gama de proteinas homologas

ertencentes as “activinas”, a proteina morfogenética do osso ¢ o GDNF. Essas proteinas
b
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requerem a ativacdo de proteases extracelulares e, em muitos tecidos, executam uma fungao
crucial na regulacdo do crescimento celular e diferenciagdo durante o desenvolvimento apos a
injuria. Os receptores da familia TGF-f sdo os receptores tipo I, tipo II e tipo III (B - glicano),
o sinal gerado pelos receptores ativa um conjunto de moléculas de sinalizacdo conhecida
como SMAD:s. Os receptores da familia GDNF, entretanto nao sdo relatados, mas acredita-se
que tenham receptores em comum com a proteina tirosina quinase, c-ret (SCHERER &
SALZER, 2001).

As células de Schwann sintetizam todas as trés isoformas de TGF-fs, e essa
expressdo ¢ regulada por interacdes axonais. As células de Schwann possuem os receptores
tipo I, II, III e o efeito das TGF-B1, -B2, -B3 parece ser o mesmo. O TGF-B1 ¢ um fator
mitogénico para células de Schwann in vitro, o TGF-B1 aumenta a expressdo de NCAM, L1,
coldgeno tipo IV e do fator inibidor do plasminogénio, e diminui o fator ativador do
plasminogénio o que promove uma acumulacdo da matriz extracelular. Esses achados
sugerem que a expressao dos TGF-Bs na parte distal do nervo lesionado pode aumentar a
regeneracdo axonal devido a transformacdo das células de Schwann para um fendtipo ndo
mielinizante, como também promover um infiltrado de macrofagos (SCHERER & SALZER,
2001).

Os GDNF sao os mais novos fatores troéficos descritos e possuem uma importante
fung¢@o nos neurdnios do SNP e do SNC. Cada um dos fatores GDNF possui um receptor
preferencial chamado fator liberador da somatrotofina (GRFa) (GRFal, GRFa2 e c-ret), mas
pode haver ligagdes cruzadas. As GNDF sdo essenciais para a formag¢ao de muitos neurdnios
motores e sensitivos no periodo pré-natal e durante o processo de regeneragdo (SCHERER &
SALZER, 2001).

O fator de crescimento ciliar (CNTF), fator inibidor da leucemia (LIF) e a IL-6,
também sdo enquadrados como fatores troficos, seus receptores sdo os mesmos das citocinas,
como por exemplo, a proteina intrinseca de membrana gp130. Um dos responsaveis pela
produgao in vivo do CTNF e do LIF sdo as células Schwann. A atuagdo desse grupo de fatores
leva a ativacdo de um grupo de proteinas citoplasmaticas denominadas STAT, que impulsiona
a liberacdo de fatores de transcricdo somente ativados durante o processo regenerativo. A
diminui¢do no nimero de neurénios do SNP em camundongos nocauteados para os receptores
acima, demonstra que essa familia de fatores de crescimento atua também durante o
desenvolvimento fetal do SNP (FAWCETT et al., 2001).

O IGFs-1 e 2 s3o expressos por varios tecidos. Como ja visto anteriormente, IGFs

estdo presentes em varios estagios do desenvolvimento do SNP exercendo uma grande
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variedade de fungdes. As IGFs sdo transportadas por fluxo axonal retrogrado e também
promovem a regeneracdo dos axoOnios sensitivos € motores. A IGF-1 e o CNTF sao
fundamentais na sobrevivéncia dos axonios lesados (STERNE et al., 1997).

Existe ainda uma grande familia de fatores de crescimento, os FGFs, que
interagem com até quatro receptores diferentes. O FGF tem acdo ampla sobre muitos tipos
celulares; nas células de Schwann ¢ considerado um fator pro-mitotico e de sobrevivéncia. As
concentragdes de FGF-2 aumentam muito ap6s lesdo axonal, acredita-se que sua origem esteja
relacionada as células de Schwann, mas sua fun¢do especifica junto ao processo regenerativo
ndo ¢ conhecida (SCHERER & SALZER, 2001).

Quanto ao papel regenerativo das B-neuregulinas -1, existem duas hipdteses de
acdo. A primeira seria que as B-neuregulinas-1 promoveriam a sobrevivéncia e a proliferagao
das células de Schwann no local da lesdo. Outra possibilidade ¢ que as P-neuregulina-1
reforcariam o poder regenerativo do nervo lesado por promoverem uma migragao das células
de Schwann para o local primario de lesdo, e também por incrementar a expressao de
neurotrofinas relacionadas a regenerag¢ao axonal (SCHERER & SALZER, 2001).

Outra proteina em particular que tem gerado muitos estudos ¢ a proteina associada
ao crescimento GAP-43. Essa proteina esta localizada no interior dos cones de crescimento e
somente ¢ expressa em axonios que tem capacidade de regeneracdao. O GAP-43 interage com
varias quinases, € provavelmente executa uma importante funcdo na comunicac¢do entre o
cone de crescimento e os fatores troficos do meio (STERNE et al., 1997).

Em adigdo, eventos troficos ao redor dos corpos celulares nos ganglios periféricos
também s3o importantes. A inflamagdo circunjacente aos neurOnios sensitivos, causa um
aumento na liberacdo de citocinas, principalmente a citocina II que ¢ liberada pelos
macrofagos, que também estimula o processo regenerativo (Quadro 4) (FAWCETT et al.,

2001).
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Super regulagdo de c-jun, Gap-43, Tal-
tubulina, actina, CGRP (nos neuronios
motores), GGF.

Corpo celular Baixa regulacdo de neurofilamentos, LNGFR
(axoOnios sensitivos).

Em alguns casos apoptose.

Ativacdo de um programa de auto-destruicao
normalmente mediado por fatores derivados do
corpo celular resultando em degeneracio
Axonio walleriana.

Liberagao de FGFs

Super regulacdo de NCAM, L1, IGFs, NGF,
BNDF, LIF, Proteases (MMPS), lipases.
Células de Schwann Baixa regulacdo de proteinas associadas a
mielina, CNTEF.

Fibroblastos e macrofagos Super regula¢do de NGF, IL-1, IL-6, TGFa e
B, proteases, lipases.

Quadro 4 — Principais eventos bioquimicos apds lesdo aos axdOnios periféricos. Fonte:
modificado de Brown, 2001.

Nao somente os axdnios regeneram no SNP. Fungdes relacionadas com as
conexdes motoras dos musculos, e conexdes funcionais sensitivas com a pele também sdo
restabelecidas (SCHERER & SALZER, 2001).

Somente apos a regeneracdo completa do axdnio é que € restabelecida a inervagao.
Os axdnios motores regenerados reconectam-se com os musculos, € axonios sensitivos
reconectam-se com estruturas sensoriais. No caso dos axonios motores a reconexao com o
musculo ocorre exatamente no antigo local de ligacdo. Isso indica que hd alguma marcagdo
molecular que o axdnio regenerado reconhece (FAWCETT et al., 2001).

Uma molécula candidata a essa fungédo ¢ a agrina, encontrada no local da sinapse e
secretada pelo neurénio motor e musculos. Essa molécula inibe o crescimento do axonio
motor em cultivo celular, e tem uma intima relagdo com a acetilcolina (AchE). Outra
molécula de relevancia ¢ a S-laminina, somente encontrada nas jungdes sinapticas, in vitro,
ela também inibe o crescimento do axénio motor (SCHERER & SALZER, 2001).

O processo de reinervagao sensorial ¢ menos claro. Alguns 6rgdos sensitivos como
o corpusculo de Pacini, degeneram apds a desnervagdo, e regeneram e reinervam rapidamente.

Entretanto, a maioria das sinapses na pele ndo estdo associadas a 6rgdos sensitivos, estao
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simplesmente ramificadas na pele; a reinervagdo, portanto, ocorre em locais diferentes dos

existentes anteriormente (FAWCETT et al., 2001).
A lamina basal que circunda os axonios tem uma importante aplicacdo funcional

no que se refere a uma perfeita reconexdo axonal. Ela funciona como um ttnel conduzindo o
axonio, impedindo assim que o axonio degenerado perca o contato entre as duas extremidades
separadas. Em casos em que a lamina basal ¢ destruida, as bandas de Biingner sao formadas,
mas a sua unido com o outro fragmento do nervo ocorre ao acaso. Uma vez que ocorra a
ligacdo errada entre duas bandas de Biingner, elas ndo sdo capazes de corrigir o engano

formando assim uma conexao erronea (Figura 7) (FAWCETT et al., 2001).

Figura 7 - Mecanismo pelo qual os axdnios sd3o guiados erroneamente na regeneracao.
Durante o reparo os axonios podem crescer dentro da banda de Biingner do

nervo colateral, o que promove a conexao errada.

2.4.4 Remielinizacao do sistema nervoso central (SNC)

No SNC os oligodendrocitos colocam vdarias voltas da sua membrana

citoplasmatica ao redor de um ou mais axonios formando uma estrutura espiralada de lamelas
de mielina que origina pequenos tubos denominados internédos. No SNP as bainhas de
mielina sdo formadas pelas células de Schwann. Cada célula de Schwann forma um internodo
em um Unico axonio de aproximadamente 1 mm de comprimento composto por mais de

trezentas lamelas concéntricas. Os oligodendrdcitos formam segmentos similares, mas
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estendem processos mielinizantes para muitos axonios, em alguns casos mais de duzentos
(PEIREIRA et al., 1996).

As células de Schwann tém como caracteristica serem confinadas ao SNP. Em
situacdes normais elas nunca sdo encontradas no sistema nervoso central. Entretanto, apos
lesdes em humanos e animais as células de Schwann podem invadir o SNC (LI et al., 1999).
Esta claro que essa invasao do SNC por células de Schwann esté relacionada com a perda dos
astrocitos, que causa uma abertura na membrana limitante glial (GLM) promovendo uma
entrada livre das células de Schwann através do parénquima do SNC (GRACA et al., 2001).

Os axdnios desprovidos de suas bainhas sdo remielinizados por oligodendrocitos
e/ou cé¢lulas de Schwann, dependendo do grau de destrui¢do dos astrécitos e da espécie animal
(GRACA, 1989a). Isso porque os oligodendrécitos e seus processos ndo migram através de
areas que ndo contém astrocitos, ou seja, 0s processos astrociticos sdo requeridos pelos
oligodendrocitos para a formagao das bainhas de miclina (PEREIRA et al., 1998).

Os fatores que permitem ou impedem a remielinizacdo por oligodendrocitos tém
sido discutidos. E fundamental que haja disponibilidade dessas células na lesdo, e como
possiveis fontes tém-se os oligodendrdcitos remanescentes € os oriundos da proliferacdo de
uma linhagem de células precursoras de oligodendrocitos e de astrocitos do tipo 2, que sdo
conhecidos como O/2A (OPCs) (adultas) e que permanecem em estado quiescente no SNC
(LI et al., 1999). Outros fatores que impedem a remielinizagdo por oligodendrécitos sdo: a
existéncia de diferencas entre as espécies quanto a capacidade proliferativa dos
oligodendrocitos, a diminui¢gdo absoluta do numero de oligodendrocitos devido a
desmielinizagdo cronica com estimulos persistentes; presenca de anticorpos inibidores de
mielina, anormalidades axonais que impossibilitem a remieliniza¢do, e a persisténcia de
membranas derivadas da mielina (MDM) no espago extracelular, em funcdo da baixa
atividade macrofagica no local, o que parece retardar ou impedir o processo de remielinizagao.
A presenga de cicatriz glial, e o tamanho das lesdes parecem ndo interferir no processo de
remielinizagdo (FERNANDES et al., 1997). Mais ainda, a protuberancia da cicatriz glial
parece ser um fator dependente do processo de desmielinizagdo persistente mais do que sua
causa (SALLIS, 2005).

Dois sinais possiveis para a penetragdo das células de Schwann podem ser: a
presenca de mielina degenerada, e a exposicdo de membranas axonais ndo mielinizadas. In
vitro, macréfagos contendo mielina sdo um grande estimulo mitogénico para as células de
Schwann. Acredita-se que esses macréfagos aumentam a secre¢do de citocinas que liberam

fatores de crescimento e também fatores de membrana axonal. Em adi¢do, os axénios regulam
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o fenotipo das células de Scwhann por moléculas difusas, e neuregulinas axonais soluveis que
induzem a migragao e proliferagdo das células de Schwann (LI et al., 1999).

O evento primario na area reativa perilesional ¢ a morte de oligodendrécitos com
fagocitose da mielina, resultando em desmielinizagdo do axonio. Esses processos estimulam
as células da microglia que entram em acdo eliminado os debris celulares (LI et al., 1999). O
tamanho e gravidade da lesdao induzem uma maior ou menor atividade macrofagica. Se a
invasdo dos macrofagos ¢ escassa, hd um maior acimulo de MDM ao redor dos axonios,
nesse caso as células de Schwann ndo encontram matriz estavel para poder remielinizar os
axonios desmielinizados, as interagdes entre axonios e as células de Schwann sdo incompletas
e a membrana basal ndo se forma totalmente ao redor da célula (GRACA, 1989Db).

Apods a completa retirada da mielina pelos macréfagos, as células de Schwann
migram entre os ax0nios € usam umas as outras como passadeira. Para tanto fabricam fibras
colagenas de pequeno didmetro, que sdo observadas entre duas células de Schwann contiguas.
Esse fato confirma a necessidade de colageno, o terceiro elemento do SNP para a
mielinizagdo (axonio — célula de Schwann - colageno) (BUNGE et al, 1978; GRACA, 1989b)

As células de Schwann interagem com os axonios de varias maneiras, de acordo
com a localizacdo destes dentro da lesdo e com a presencga ou auséncia de componentes da
matriz no espaco extracelular. Assim, as areas proximas as superficies piais € aos vasos do
centro da lesdo sdo remielinizadas antes, em ambientes nos quais sdo vistas fibras colagenas e
substancia floculada extracelular. Uma célula de Schwann se associa ora com um Unico
axonio de grande didmetro, ora com mais de um axonio de tamanhos variados (BONDAN et
al., 1999).

Os internodos reconstituidos sdo reconhecidos principalmente pela espessura da
bainha de mielina, que ¢ mais fina que o normal para o didmetro do axonio. A distingdo entre
um internddo reconstruido por um oligodendrodcito ou por uma célula de Schwann se faz pela
periodicidade das lamelas de mielina — que ¢ maior no SNP - e pela membrana basal das

células de Schwann (GRACA, 1988).

2.5 Asceélulas de Schwann e 0 modelo do Brometo de etidio (BE)

Areas de desmielinizagao podem ser induzidas no SNC de animais por inje¢ao de
pequenos volumes de drogas gliotdxicas na substancia branca. O corante intercalante brometo
de etidio (BE), extensamente usado como tripanocida nos paises africanos ¢ atualmente

utilizado num modelo experimental, devido a sua potente agdo gliotoxica, para estudo da
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patofisiologia da desmielinizacdo e remielinizacao toxica do SNC em mamiferos (PEREIRA
et al.,1998).

Até onde se sabe, o BE afeta inicialmente o DNA mitocondrial, o que resulta numa
privacdo de energia ¢ metabdlitos nas células da substancia branca (GRACA et al., 1997). O
tecido nervoso adquire um aspecto conhecido com status spongiosus, que ¢ caracterizado por
degeneracdo das células gliais, separacao das lamelas de mielina devido a formacao de
vesiculas, e aumento do espago extracelular, mas com preservacdo das estruturas vasculares
(FERNANDES et al., 1997; PEREIRA et al., 1998). As bainhas de mielina podem sofrer
alteragdes antes de serem fagocitadas, tais como vesiculagio e formagdo de favos,
micropinocitose vermiforme e desnudamento, associado a profusa infiltragdo macrofagica
(GRACA, 1988).

A remielinizacdo de axonios do SNC por células de Schwann foi relatada apds
desmielinizagdo induzida por lisolecitina em ratos ¢ em gatos. O mesmo ocorre no SNC do
rato apdés desmieliniza¢do induzida por 6-aminonicotinamida (BLAKEMORE et al., 1983).
No modelo desmielinizante do BE os axdnios desmielinizados sdo posteriormente
remielinizados por células de Schwann quando se localizam sob a pia e no centro da lesdo —
areas que nao contém astrocitos — e por oligodendrocitos na periferia das lesdes — areas que
contém astrocitos (GRACA, 1989b).

A origem das células de Schwann e o mecanismo da sua migrac¢do ainda nao estao
claros. Em estudos na medula espinhal, o processo de reparo ¢ predominantemente carreado
por células de Schwann e em menor proporgao por oligodendrécitos. Em contraste, quando o
BE ¢ injetado no encéfalo de ratos o reparo da lesdo ocorre predominantemente por
oligodendrocitos que tém distribuigdo aleatoria (PEREIRA et al., 1998).

O tempo, o tipo e a extensdo da remielinizagdo sdo influenciados pelos eventos
locais ocorridos apds a injecao do toxico. Apds inje¢des intramedulares de BE em ratos
Wistar, as alteracdes degenerativas evoluiram até o sétimo dia apds a aplicacdo (GRACA,
1989Db).

O fato mais notavel nas lesdes induzidas pelo BE na medula espinhal dos ratos foi
a variagdo na natureza do processo de degradagdo das bainhas de mielina e a diferenca na
velocidade em que as lesdes se reparam. A desmielinizagdo primaria ¢ normalmente
caracterizada pela ativagdo macrofagica e o rdpido processamento das bainhas de mielina.
Nessas circunstancias, a remielinizacdo por oligodendrocitos e células de Schwann ¢ rapida
tdo logo o estimulo desmielinizante seja removido. O acimulo de mielina vesiculada em

lesdes lentas ocorre em areas com poucos macrofagos ativados, indicando que ela forma e
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persiste quando a degradacao tem lugar na auséncia ou sem a adequada indugdo de resposta
macrofagica normal apds a morte dos oligodendrocitos (GRACA, 1989a).

As lesoes induzidas por dose alta podem ser rapidas, ndo s6 por ocorrer pronta
desmielinizagdo, mas por haver estimulacdo ndo especifica para a entrada de macréfagos na
area. Na auséncia de tal estimulo a entrada de macréfagos ¢ retardada, ocorrendo o acimulo
de mielina vesiculada, o qual protai a reparagao do tecido (GRACA, 1989a).

Quanto ao SNP, injecdes de BE induzem desmielinizagdo segmentar seguida por
remielinizagdo por células de Schwann, semelhantemente ao observado no SNC. Em contraste
com o SNC, ndo ha destruicdo das células mielinizantes, mas a intoxicacdo das células de
Schwann, que logo apds a administragdo do BE, apresentam vacuolizagdao do citoplasma e
rejei¢do das bainhas de mielina. Os debris mielinicos sdo detectados como densos granulos
citoplasmaticos que sdo fagocitados. Os axdnios permanecem intactos, exceto alguns ao longo
do trato da agulha, que sofrem degeneracdo walleriana. A atividade intensa dos macrofagos e
a ativacdo de estruturas celulares como os fibroblastos aumenta a producdao de fibras
colagenas caracteristicamente observadas apds multiplas aplicagdes Os macrofagos ativados
secretam moléculas como a interleucina 1 e NGF o qual estimula os fibroblastos a produzir e
secretar fibras colagenas apesar das células de Schwann também serem capazes de produzir

colageno neste modelo (RIET-CORREA et al., 2002).

2.6 Neoplasias dos Nervos Periféricos

Os tumores dos NP pertencem a um grupo heterogéneo de neoplasias que se
originam tanto de células de Schwann como de fibroblastos e células perineurais. Os tumores
dos nervos periféricos (TSNP) sdo classificados, segundo a Organizagdo Mundial da Saude
(OMS), como schwannomas, neurofibromas, perineuromas e tumores malignos do SNP,
dependendo da sua origem celular (KOESTNER & HIGGINS, 2002).

Baseado nas condutas bioldgica e morfoldgica, os TSNP sdao divididos em
benignos (TBSNP) e malignos (TMBNP). Em caninos os TBSNP sdo designados como
neurofibromas e schwannomas, e os TMBNP incluem os neurofibrossarcomas e
schwannomas malignos, mas, nas outras espécies animais essas designagoes freqiientemente
ndo sdo claras (BROWER et al., 2005).

Em humanos e animais domésticos, os TSNP tém uma grande variedade
histologica e diferenciagdes heterogéneas ja foram descritas incluindo TSNP epitelioides e

TSNP com diferenciagdo divergente rabdomioblastica (tumor de Triton maligno),
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cartilaginosa, 6ssea, melanocitica, angiomatosa e glandular. Entretanto, morfologias atipicas
dos tumores como globulos eosinofilicos intracitoplasmaticos também podem ocorrer tanto
em tumores benignos como em malignos. Em adi¢do, muitos TBSNP apresentam altera¢des
atipicas ou padrdo epitelidide o que dificulta a distingdo entre tumores benignos e malignos
(CHIJIWA et al., 2004).

Viérias hipdteses ja foram propostas para a origem dessa grande variedade de
diferenciagdes, desde a proliferacdo de duas linhagens celulares distintas até a producao de
substancias ectdpicas pelas células de Schwann neoplasicas. Essas teorias sdo asseguradas
pela origem embriondria comum das demais células com as células de Schwann: a crista

neural (PATNAIK et al., 1984).

2.6.1 Schwannoma

Os schwannomas sdao neoplasias comuns dos nervos periféricos e representam
aproximadamente 8% das neoplasias intracraniais e 29% dos tumores primarios da medula
espinhal (WOODRUFF et al., 2000). Em caes, gatos ¢ bovinos, os tumores benignos
presumivelmente originarios das células de Schwann sdo chamados de schwannomas
(KOESTNER & HIGGINS, 2002). Os schwannomas afetam mais freqiientemente os nervos
espinhais, cranianos e plexos. Ja foram descritos em muitas espécies animais como caninos,
felinos, eqiiinos, bovinos, roedores e caprinos (PUMAROLA et al., 1996, KOESTNER &
HIGGINS, 2002).

Nos seres humanos, os schwannomas, também chamados de neurilemomas, sdo as
neoplasias mais comuns dos nervos espinhais, craniais € nervos periféricos. Os schwannomas
caninos sdo geralmente considerados benignos, apesar de alguns relatos descreverem uma alta
incidéncia da forma maligna. Schwannomas malignos estdo particularmente associados a
doenga de Von Recklinghausen (PUMAROLA et al., 1996).

Em caes, os schwannomas tendem a ocorrer em animais idosos por volta dos 8
anos e ndao ha predisposi¢do sexual. Esses tumores sdo encontrados mais comumente
unilaterais aos nervos da medula, e com grande freqiiéncia nos nervos que envolvem a
forma¢do do plexo braquial, menos freqiientemente no plexo lombossacro e menos
freqiientemente ainda no tecido subcutineo envolvendo os nervos periféricos distais. Os
TSNP localizados no plexo braquial comumente causam metastases pulmonares. Quanto aos
nervos cranianos, o nervo trigémio ¢ o mais envolvido (KOESTNER & HIGGINS, 2002).

Nesse caso o animal afetado pode apresentar depressdo e desorientacdo, marcada ataxia,
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inclinacdo da cabecga, déficits de postura em todos os quatro membros, atrofia acentuada do
musculo masseter com auséncia de movimentos e sensibilidade e algumas vezes estrabismo,
sendo que todos os sintomas sdo mais acentuados no lado onde se localiza o tumor. A massa
normalmente comprime estruturas como a ponte, medula oblonga e nervos craniais adjacentes
(PUMAROLA et al., 1996).

Em bovinos velhos, schawnnomas multicéntricos sdo muito comuns, mas nao
causam deficiéncias neuroldgicas. Esses tumores tém predilecdo pelo sistema nervoso
auténomo, incluindo o plexo epicardico, ganglios simpdaticos tordcicos e cervicais, plexo
nervoso mediastinal, lingua, nervos intercostais e plexo braquial. Quando ha envolvimento
intracraniano, normalmente, os nervos vestibulo-cocleares estao envolvidos (KOESTNER &
HIGGINS, 2002).

Difusdo centripeta através dos plexos braquiais ou lombares pode resultar em
compressdo medular intra ou extradural. Nesses casos de invasdo medular ou quando ha
metastases pulmonares, sugere-se maior agressividade do tumor. Em schwannomas do plexo
braquial e lombossacral, freqiientemente ha uma fusdo e maior envolvimento dos nervos
individuais do tronco, o que promove uma sintomatologia multicéntrica dificultando o
diagnéstico (PUMAROLA et al., 1996, KOESTNER & HIGGINS, 2002).

A maioria dos schwannomas sao massas globoides que variam de alguns
centimetros a 10 cm de diametro (WOODRUFF et al., 2000). Em cées, a macroscopia dos
schwannomas se caracteriza por massas nodulares distintas ou como uma massa fusiforme ou
varicosa engrossando os nervos espinhais ou craniais. Os tumores podem ser muito firmes ou
moles e gelatinosos, brancos a cinza e brilhantes com a superficie lisa. Muitos se difundem
nos nervos e sdo confinados por uma cépsula de tecido conjuntivo proveniente do epineuro
(KOESTNER & HIGGINS, 2002).

Os schwannomas consistem de um denso agregado uniforme de células com uma
forma ovoide ou fusiforme alongada, bordas citoplasmaticas bem definidas e embebidas em
uma matriz densa e variavel de colageno. Os tumores sdo compostos por um denso padrdo
celular entrelacado continuo ou concéntrico. Em humanos, essa forma de schwannoma ¢
designada de padrao Antoni tipo A. Em caes, os padrdes de palicada ou de espinha de peixe
com orientacdo nuclear sdo incomuns. Os corpos de Verocay, formados por numerosos
processos celulares tumorais e nucleos arranjados em palicadas irregulares intercalados com
abundante coldgeno, sdo extremamente raros quando comparados com a freqiiéncia em que
ocorrem nos tumores humanos. As figuras de mitose sdo raras, o pleomorfismo nuclear e

formas bizarras sdo incomuns (WOODRUFF et al., 2000; KOESTNER & HIGGINS, 2002).
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Os schwannomas podem ter areas onde ha baixa densidade celular, com um ntcleo pequeno e
escuro embebido em uma estrutura frouxa de estroma fibroso, em humanos denominada
padrdo Antoni tipo B (KAWAMURA et al., 1998; KOESTNER & HIGGINS, 2002).

Os schwannomas podem apresentar também um ou multiplos focos de
diferenciagdo mucoide, Ossea e cartilaginosa (KOESTNER & HIGGINS, 2002). Metaplasia
Ossea e cartilaginosa podem potencialmente levar a um erro no diagnodstico avaliando os
schwannomas como tumores osteogénicos. Em casos semelhantes, a observagao de fasciculos
celulares e folhas compostas por diferentes tipos celulares podem ajudar no diagnostico, assim
como a observagdo de uma continuidade com o nervo na andlise microscopica ou
macroscopica (WOODRUFF et al., 2000).

O processo pelo qual a diferenciagdo mencionada acima ocorre ainda ndo esta bem
esclarecido; muitos patologistas introduziram o conceito de tecido ectomesenquimal. As
células oriundas da crista neural, além de se diferenciarem em melandcitos, células de
Schwann e células nervosas, podem contribuir na formacao de musculos, osso e cartilagem
nas regides do pescoco e cabega o que pode explicar esse tipo de diferenciacdo osteogénica
(CHIJIWA et al., 2004). Ha relatos de TSNP composto de células neoplasicas repletas de
glébulos eosinofilicos intracitoplasmaticos, o que induziria a uma aparéncia de tumores de
células granulares (KUWAMURA et al., 1998).

Freqiientemente, pequenos nimeros de células tumorais estdo infiltrados através
do nervo a alguma distancia da massa tumoral macroscopica. Essas células sdo visiveis
microscopicamente ¢ muitas vezes sdo as responsaveis pelas recidivas apos a remocgao
cirargica (KOESTNER & HIGGINS, 2002).

Em gatos, os schwannomas tendem a ser menos celulares e as células sdo mais
alongadas ou fusiformes com um padrdo continuo mais acentuado, maior quantidade de
matriz mucdide ou coldgena e células em paligada do que normalmente € visto em caninos.
Infiltrados inflamatorios linfocitarios sdo freqiientemente encontrados, principalmente ao
redor de vasos ou distribuidos pela massa tumoral. O padrao celular dos schwannomas felinos
usualmente consiste de uma massiva desorganizacio celular dos nervos, focos concéntricos
multiplos de formacgdes celulares formando estruturas plexiformes e por vezes os axonios
periféricos podem ser vistos entremeados com essas areas. Os ganglios, quando afetados, sao
grossos, celulares, com as fibras nervosas desorganizadas infiltradas por células fusiformes.
Os corpos neuronais ndo sao afetados (KOESTNER & HIGGINS, 2002).

Provavelmente o que melhor define o aspecto ultra-estrutural dos schwannomas ¢é

a lamina basal externa circundando as células de Schwann neopldsicas e seus processos.
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Comparado com as células de Schwann normais, a lamina basal dos tumores € mais espessada,
freqiientemente pregueada ao longo de aparentes e redundantes voltas e em alguns casos
parece ser duplicada. Nem todos os tumores apresentam somente esse padrdo celular ultra-
estrutural, algumas vezes as células de Schwann neoplasicas estdo intercaladas por
fibroblastos ou outras células basais o que pode confundir o diagnoéstico. Desmossomos
podem ser encontrados em continuidade entre as células, assim como fibras colagenas
(WOODRUFF et al., 2000; KOESTNER & HIGGINS, 2002).

Na citologia, os schwannomas sdo caracterizados por escassos agregados densos
de células fusiformes. Algumas vezes fragmentos de axdnios obtidos no aspirado tornam o
diagnostico mais facil (KOESTNER & HIGGINS, 2002). Coloragdes especiais também
podem ser utilizadas como uma ferramenta de auxilio no diagndstico. Se o tumor tiver
diferenciagdo epitelidide, o acido periddico de Schiff demonstra pequenos aglomerados de
mucopolissacarideos entre as células epitelidides. A colora¢dao de Bielschowsky e Luxol fast
blue demonstram a presenga de fibras nervosas normais ou fragmentadas presentes no interior
do tumor (PUMAROLA et al., 1996).

Nao existem marcadores antigénicos especificos para os schwannomas. Com
exce¢do da vimentina, a marcagdo em caes € gatos ndo € consistente e uniforme para todos os
marcadores, muitas vezes impossibilitando o diagndstico. Em cdes e gatos, schwannomas
fixados em formalina e emblocados em parafina somente podem ser marcados
imunoistoquimicamente com proteina S100, GFAP, vimentina, coldgeno IV ou laminina,
sendo que esses dois ultimos estdo localizados no espaco extracelular. A marcacdo para
fibrilas de reticulina usualmente ¢ muito inconstante. Freqiientemente ocorre a expressao do
anticorpo Leu-7. As metéstases pulmonares sdo positivas para a proteina S100 (KOESTNER
& HIGGINS, 2002).

Apesar da proteina S100 ser muito usada para detecgdo e diagnostico dos TSNP e
melanomas, ela também ¢ detectada em uma variedade de tumores ndo neurais € nio
melanogénicos como o histiocitoma fibroso maligno de felinos e caninos, carcinomas
mamarios humanos e hemangiopericitomas (CLARK et al., 1985). Por vezes, o uso da
proteina S100 impede um correto diagnostico devido a grande marcagdo multicelular nos
tecidos neoplasicos (PEREZ et al., 1996).

Entretanto, marcadores adicionais especificos das células de Schwann como, por
exemplo, a proteina mielinica do SNP, proteina basica mielinica, proteina P, e proteina Py
podem ser usadas para diferenciar schwannomas de neoplasias de outras origens que também

sdo S100 positivas (CLARK et al., 1985).
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Cerca de 33% dos schwannomas apresentam marcagdo imunoistoquimica para
GFAP. Essa irregularidade, ao que tudo indica, estd diretamente relacionada com a
localiza¢do do tumor, tumores proximos do SNC tendem a ser mais positivos para GFAP do
que aqueles localizados nas extremidades (KAWAHARA et al., 1988; GRAY et al., 1989).
Receptores para NGF (NGFR) sdo freqiientemente expressos e demonstrados nos nervos
periféricos em células de Schwann normais e no perineuro de humanos, mas a sua expressao
nos animais domésticos néo é observada (CHIJIWA et al., 2004).

Os schwannomas devem ser diferenciados de outras neoplasias mesenquimais
fusiformes incluindo o leiomiossarcoma, sarcoma sinovial, fibrossarcoma, histiocitoma
maligno fibroso, sarcoma epitelidide e outros sarcomas de células claras (GRAY et al., 1989).
Os meningeomas caninos também podem ser considerados no diagnéstico diferencial dos
schwannomas, particularmente em tumores intra ou extra-durais da medula ou no tecido
subcutaneo. Os meningeomas fibrosos podem relembrar os schwannomas devido a sua
formagéo celular fusiforme por vezes desarranjada (CHIJIWA et al., 2004).

Os hemangiopericitomas sao tumores que tém como origem o pericito vascular, e
sdo comuns nos seres humanos e caninos. Esses tumores devem ser cuidadosamente
diferenciados dos demais tumores do SNP. Ao contrario dos schwannomas, as células
tumorais dos hemangiopericitomas estao organizadas preferencialmente ao redor de vasos, as
vezes com compressdo dos mesmos, € possuem forte marcacdo imunohistoquimica para a
actina muscular, ausente nos schwannomas (PEREZ et al.1996).

O resultado das intervengdes cirurgicas indica que o prognostico dos TSNP
particularmente dos schwannomas ¢ desfavoravel. Os tumores localizados distalmente da
medula tem melhor prognostico do que os tumores localizados proximos aos nervos

descendentes e dos plexos braquiais e lombossacro (KOESTNER & HIGGINS, 2002).

2.6.2 Neurofibroma

As folhas de tecido conjuntivo que recobrem os nervos do SNP sdo compostas de
células de Schwann, células perineurais e fibroblastos; os neurofibromas podem conter essas
células em varias propor¢des, mas acredita-se que ha uma predominancia das células
perineurais em sua constitui¢do (USHIGONE et al., 1986; ZAMECNIK & MICHAL, 2001).
Os neurofibromas sdo comuns e ocorrem solitarios ou de uma forma difusa (WOODRUFF et

al., 2000). Esse crescimento ocorre de uma forma infreqiiente em todas as espécies animais
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com exceg¢ao dos bovinos (KOESTNER & JONES, 1997). Todas as idades sao afetadas e nao
ha predisposi¢do sexual (WOODRUFF et al., 2000).

Essas neoplasias se localizam intracranialmente de uma forma bem demarcada ou
extracranialmente de uma forma difusa e infiltrativa. Como os schwannomas, o0s
neurofibromas tendem a se localizar ao longo do curso de um nervo, ou num plexo ou ganglio.
Nos bovinos, essas massas sdo observadas mais freqiientemente no miocardio, as vezes com
mais de um tumor ocorrendo no mesmo o6rgdo. Em seres humanos ocorrem grandes
quantidades de neurofibromas cutdneos no mesmo paciente — num quadro conhecido como
neurofibromatose de von Recklinghausen. Um distiirbio com caracteristicas semelhantes ja foi
descrito em caes ¢ bovinos (KOESTNER & JONES, 1997; WOODRUFF et al., 2000).

A neurofibromatose do tipo 1 (NF1) ¢ uma das doencas genéticas mais
proeminentes do sistema nervoso de humanos. A presenca de neurofibromas multiplos esta
associada a uma mutagdo no gene NF1, que em condi¢des normais codifica a neurofibromina
que funciona como um supressor dessas neoplasias (ZHU et al., 2002).

Os neurofibromas subcutaneos sdao massas nodulares ou polipdides bem
circunscritas e em alguns casos podem ser difusas envolvendo a pele e o tecido subcutaneo.
Ao corte sdo firmes, brilhantes e levemente bronzeadas. As neoplasias confinadas aos nervos
sao fusiformes e bem circunscritas. Neurofibromas plexiformes sdo alongados e
multinodulares e envolvem varios fasciculos nervosos (WOODRUFF et al., 2000). O
principal sinal clinico observado ¢ de hiperestesia continua ou oscilante (KOESTNER &
HIGGINS, 2002).

O tumor ¢ composto por células de Schwann neoplésicas, células perineurais e
fibroblastos envoltos em uma matriz de fibras coldgenas e mucosubstancias. Inicialmente as
células neoplésicas se distribuem ao longo dos nervos e com o passar do tempo envolvem a
sua estrutura. Os nucleos sdo ovoéides ou fusiformes, freqiientemente curvados e menores do
que aqueles observados nos schwannomas (WOODRUFF et al., 2000). As figuras de mitose
sdo raras. Os processos celulares sdo finos e geralmente ndo sdo visiveis no microscopico de
luz. Tipicamente, as células sdo rodeadas por fibras colagenas e por uma matriz mixoide azul
alciano positiva. O coldgeno possui um crescimento irregular formando nddulos semelhantes
a “shredded carrots”, em alguns tumores observa-se a presenca de melanocitos. Ao contrario
do que ¢ visto nos schwannomas, ndo ha hialiniza¢ao de vasos sangiiineos (USHIGOME et al.,
1986; KOESTNER & JONES, 1997).

Os neurofibromas sdo caracterizados pela presenca de mastocitos que ultra

estruturalmente ficam proximos as células perineurais (SANGUINETTI et al., 1992). A
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analise dessa observagao leva os autores a assumir a existéncia de uma interacao metabodlica
entre esses dois tipos celulares onde os mastdcitos estariam envolvidos na evolu¢ao do tumor
estimulando o crescimento celular ou alterando o fendtipo da célula tumoral (KIRKPATRICK
& CURRY, 1988; SANGUINETTI et al., 1992). Nos schwannomas, os mastdcitos sdo menos
freqlientes e, quando presentes, estdo restritos as areas de padrio Antoni tipo B
(SANGUINETTI et al., 1992).

A microscopia eletronica demonstra uma grande variedade de tipos celulares nos
neurofibromas. Os dois tipos mais observados sdo as células de Schwann, associadas ou nao
aos axonios, e as células perineurais (WOODRUFF et al., 2000). Ultra-estruturalmente as
células perineurais nos neurofibromas sao bem caracteristicas, mas pode haver similaridades
com as células de Schwann. Processos citoplasmaticos alongados bipolares ou tripolares sdo
arranjados em padrdo reticular ou lamelar. Os processos celulares tendem a aderir uns aos
outros com jungdes celulares semelhantes a desmossomos. Lamina basal, vesiculas
pinociticas evidentes e filamentos intracitoplasmaticos abundantes s3o observados
freqiientemente (USHIGONE et al., 1986).

Marcagao pela proteina S100 ¢ invariavelmente vista, mas a propor¢do de células
reativas ¢ menor do que a observada em schwannomas (HIROSE et al., 1998). Uma forte
marcacao por S100 ¢ observada no centro da neoplasia, em uma posi¢ao que corresponde as
células de Schwann pré-existentes (ARIZA et al., 1988). Os neurofibromas exibem acentuada
marcagdo por vimentina e marcacao irregular por Leu ; (HIROSE et al., 1998).

O antigeno de membrana epitelial (EMA), em alguns casos, apresenta uma
marcacao irregular e escassa. Acredita-se que esse fenotipo negativo € devido a existéncia de
caracteristicas transicionais nos componentes das células perineurais. Sabe-se que quanto
maior a expressao de células perineurais em um tumor, maior serd a expressao do EMA
(ARIZA et al., 1988).

O diagnostico diferencial deve ser estabelecido entre os schwannomas, fibromas,
TMBNP, e dos sarcomas indiferenciados. Os neurofibromas plexiformes e os neurofibromas
localizados em nervos de grande calibre devem ser observados com atencdo, pois, em muitos

casos tendem a malignizar (WOODUFF et al., 2000).

2.6.3 Perineuroma

Os perineuromas sdao tumores benignos compostos inteiramente de células

neoplasicas perineurais. Essas neoplasias sdo extremamente raras, € ocorrem como tumores
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unicos ou multiplos ao longo do nervo. Histologicamente consistem de distintos feixes
concéntricos de células alongadas, em torno de uma grande quantidade de axdnios
mielinizados. Na medicina veterinaria ha relatos da sua ocorréncia em caninos ¢ em Gallus
gallus domesticus (SCHEITHAUER et al., 2000, KOESTNER & HIGGINS, 2002;
TOYODA et al., 2005).

Em humanos os perineuromas sao classificados de duas formas distintas: 1)
extraneural e 2) intraneural, nesse caso caracterizados por nervos periféricos cilindricos e
hipertroficos (neuropatia hipertréfica). O perineuroma extra-neural ¢ infreqiiente ¢ ndo ha
relatos da sua ocorréncia nos animais domésticos (TOYODA et al., 2005).

Os sinais clinicos sdo de fraqueza muscular progressiva com ou sem atrofia
muscular seguida de distirbios sensoriais. Os nervos periféricos das extremidades sdo
primariamente afetados. Lesdes nos nervos craniais sdo raras. As aves demonstram uma
paralisia progressiva dos membros, como resultado da degenera¢do e perda das fibras dos
nervos periféricos (TOYODA et al., 2005).

Macroscopicamente os fasciculos nervosos afetados sdo engrossados e palidos, a
maioria das lesdes sdo pequenas, mas em alguns casos podem ter mais de 40 cm. O tumor
envolve multiplos fasciculos como uma massa bem circunscrita ndo encapsulada. Ao corte os
perineuromas sao firmes, brancos acinzentados e algumas vezes possuem aspecto mixoide
(SCHEITHAUER et al., 2000).

Perineuromas intraneurais consistem de células neoplasicas perineurais que
proliferam através do endoneuro formando ldminas concéntricas ao redor dos nervos na forma
caracteristica de pseudo “onion bulbs”. As células perineurais neopldsicas invadem o
perineuro ¢ o endoneuro. Essas células sdo citologicamente normais e concentricamente
dispostas em multiplas camadas e ao redor das fibras nervosas. Algumas laminas de células
perineurais neoplésicas podem envolver numerosas fibras nervosas. Com o passar do tempo
as pseudo “onios bulbs” come¢am a se anastomosar uns com os outros formando uma rede
endoneural (SCHEITHAUER et al., 2000). As fibras nervosas sao gradualmente comprimidas
pelo crescimento celular resultando na degeneracdo e colapso dos axdnios e bainhas de
mielina. Macrdfagos e linfocitos ocasionalmente infiltram os nervos afetados em vérios graus.
As mitoses sao raras (TOYODA et al., 2005).

Ultra-estruturalmente observam-se processos bipolares de varios tamanhos. O
citoplasma fusiforme ocasionalmente contém vesiculas pinociticas e uma ldmina basal
descontinua. O diagnostico diferencial inclui os schwannomas e os neurofibromas que sao as

neoplasias mais comuns do SNP (TOYODA et al., 2005).
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As células fusiformes dos perineuromas sao negativas para a proteina S100 o/p e
vimentina. O principal marcador para as células perineurais normais e neoplasicas ¢ o EMA

(ARIZA et al., 1988).

2.6.4 Tumores malignos de bainha de nervo periférico (TMBNP)

Os TMBNP sado neoplasias malignas que se originam dos nervos periféricos e
demonstram diferenciacdo nervosa, com exce¢do dos tumores que se originam do epineuro e
do tecido vascular perineural. Esses tumores compdem 5% das neoplasias do SNP e na
maioria dos casos se originam de neurofibromas (WOODRUFF et al., 2000).

Todas as espécies animais sao afetadas. As fémeas adultas sdo mais acometidas e
os nervos de maior didmetro os mais lesados, incluindo o plexo braquial e regido paraespinhal
(WOODRUFF et al., 2000). Ao exame clinico observa-se um aumento de volume na regido
afetada e os sinais neuroldgicos podem ou ndo estar presentes (HIROSE et al., 1998).

A aparéncia macroscopica dos TMBNP ¢ de massas globodides e fusiformes,
aparentemente encapsuladas de consisténcia firme. O local de adesio ao nervo ¢
freqiientemente observado. Ao corte, a massa ¢ cinza palida com focos de necrose e
hemorragia que algumas vezes sao extensos (HIROSE et al., 1998).

As massas tumorais dos TMBNP freqiientemente sao pouco ou nao circunscritas, e
as células neoplasicas exibem um padrdo agressivo com alta celularidade e variagdo
morfoldgica. Na grande maioria dos casos, os tumores sdo compostos por uma populacio
homogénea de células redondas, arranjadas em folhas ou corddes com ou sem entrosamento
das fibras reticulares. Células fusiformes ou alongadas se entrelacam com conjuntos de fibras
vindas de outras diregdes. Multiplos agregados de células grandes, poligonais e fusiformes
formam estruturas semelhantes a “onion bulbs”. Os nucleos variam de redondos a ovais e
vesiculares com um nucléolo proeminente. Em alguns tumores malignos as vezes sio
observados granulos citoplasmaticos eosinofilicos, positivos para PAS e azul alciano. Células
mononucleares ou multinucleares atipicas sio comumente observadas, assim como focos de
necrose acompanhados por pseudopaligadas celulares e infiltrado inflamatdrio intenso de
linfocitos, plasmocitos, € macrofagos. Mais de quatro figuras de mitose sdo observadas por
campo, assim como, depositos de hemossiderina e rara formagao de rosetas (KOESTNER &
HIGGINS, 2002, CHIJIWA et al., 2004).

Os TMBNP dos felinos tém marcado pleomorfismo celular com nucleos grandes e

irregulares, nucléolo proeminente, citoplasma eosinofilico bipolar, estroma colagenoso,
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muitas figuras de mitose, algumas bizarras, e, em alguns casos, intensa invasdo local dos
tecidos adjacentes como musculo e osso. Como nos cades, os TMBNP dos felinos e eqiiinos
podem ser localmente invasivos (KOESTNER & HIGGINS, 2002).

Devido a pobre diferenciacdo das células que compdem os TMBNP a microscopia
eletronica ¢ de pouca utilidade no diagndstico (CHIJIWA et al., 2004).
Imunoistoquimicamente, os TSNP sdo geralmente positivos para vimentina ¢ S100, entretanto
TMBNP anaplasicos e heterogéneos tendem a ser negativos para S100. Alguns autores tém
especulado que a auséncia da marcacdo para S100 indica carater de malignidade
(KOESTNER & HIGGINS, 2002).

Células neoplasicas positivas para citoqueratina podem aparecer como resultado de
uma diferenciagdo divergente. A imunorreatividade para citoqueratina dos TMBNP pode
induzir algumas confusdes em relacdo ao diagnostico diferencial principalmente dos sarcomas
sinoviais (CHIJIWA et al., 2004).

Receptores para NGF (NGFR) sdo freqiientemente expressos e demonstrados nos
nervos periféricos, em células de Schwann normais e perineuro. Existem alguns estudos da
imunorreatividade ao NGFR em caninos, que demonstraram uma variagdo entre a marcagao
em caninos ¢ humanos. Em caninos uma maior positividade do NGFR ¢é observada nos
rabdomiossarcomas o que pode ajudar a distinguir os TBSNP desses tumores (CHIJIWA et
al., 2004) Os TBSNP sdo altamente agressivos e possuem um mau prognostico

(WOODRUFF et al., 2000).

2.7 Regides Organizadoras Nucleolares Arginofilicas (AgNOR)

A atividade proliferativa alterada ¢ uma das maiores caracteristicas das células
tumorais e ¢ fortemente correlacionada com o progndstico das neoplasias. Conseqiientemente,
as taxas de proliferacdo sdo usadas como indicador de prognoéstico. A marcagdo pela prata nas
regides organizadoras nucleolares ativas (NORs), as quais sao conhecidas com AgNORs, vem
sendo aplicada em uma série de tumores no intuito de indicar o grau de atividade nucleolar. A
eficiéncia dessa técnica ja foi comprovada em mastocitomas caninos e carcinomas de células
escamosas em humanos (KORNEVEY et al., 2000; RECH, 2003; OLIVEIRA et al., 2005).

A técnica de marcacdo pela prata ¢ diretamente relacionada com o nivel de
transcricdo do r-DNA (DNA ribossdmico), pois o aumento na quantidade de r-DNA ¢

caracteristico das células que estdo entrando em mitose (OLIVEIRA et al., 2005).
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2.8 Método do Picrosirius Polarizado

O colageno constitui uma familia de proteinas alongadas que formam fibras. Elas
compreendem mais de uma duzia de tipos, das quais quatro sdo as mais conhecidas. Estas sdo
denominadas tipo I, I, IIT e IV (JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2000). Em certas localiza¢des
anatdmicas, como nos nervos, artérias, musculo liso e na pele, os tipos de colageno estdao
segregados em diferentes compartimentos e quantidades (MONTES & JUNQUEIRA, 1991).

O colageno tipo I esta localizado no epineuro, na adventicia dos vasos sangiiineos
e nas camadas profundas da derme. J4 o coladgeno tipo IIl é observado no endoneuro, na
tinica média das artérias e na adventicia da derme (MONTES & JUNQUEIRA, 1991). O
colageno tipo II ¢ caracteristico das cartilagens elasticas e o tipo IV da lamina basal
(JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2000).

Muitas técnicas de coloragdo, em especial as do grupo dos Tricrémicos, sdo
utilizadas para auxiliar na diferenciacdo das fibras coldgenas e musculares. Apesar da
funcionalidade, essas técnicas apresentam uma marcagdo quantitativa e ndo qualitativa, ou
seja, elas ndo indicam os tipos de coldgeno presentes na amostra analisada (MONTES &
JUNQUEIRA, 1991).

Através do método do Picrosirius, que utiliza o acido Sirius Red, o coldgeno
intersticial demonstra diferentes intensidades de cores quando observado sob luz polarizada.
O coléageno tipo I apresenta fibras amarelas ou vermelhas grossas, fortemente birrefringentes,
o colageno tipo III ¢ fino, esverdeado com pouca birrefringéncia. O colageno tipo II ndo
forma fibras e demonstra uma birrefringéncia de cores variadas. Ja o colageno tipo IV € fino e
amorfo com uma fraca birrefringéncia nas ldminas basais (Quadro 5) (MONTES &

JUNQUEIRA, 1991).
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Tipo de I i I v
Colageno
Maximo nivel de | Feixes de fibras Fibras Fibrilas (20-30 Microfibrilas
organizagao grossas (2-10 individuais (0,5- | nm de didmetro) contendo
corporal pum) 1,5 um de moléculas
diametro) organizadas (1,5
nm de largura)
Aspectos Feixes densos e Aglomerado Cadeia frouxade | Microfibrilas
histologicos grossos frouxo de fibras colageno finas amorfas
quando fortemente finas, demonstrando fracamente
analisados sob o | birrefringentes. fracamente uma fraca birrenfringentes
método do Fibras amarelas | birrefringentes. | birrefringéncia nas laminas
Picrosirius ou vermelhas. Fibras de cores basais.
Polarizado Fibras esverdeadas. variadas.
colagenas. Fibras de
reticulina.
Ultra-estrutura | Feixes densos e Fibras finas Sem fibras. Nenhuma fibra
grossos (75 nm) agregadas Fibrilas muito ou fibrila,
fibrilas com frouxamente (45 | finas embebidas somente
marcada nm) com fibrilas | em abundante | microfibrilas sdo
variagdo de de diametro substancia detectadas.
didmetro. uniforme. amorfa.

Quadro 5 — Caracterizagdo histoquimica e ultra-estrutural dos tipos de coladgenos mais
comuns Fonte: Montes & Junqueira, 1991.




3 MATERIAIS E METODOS

Foram revisados todos os protocolos de bidpsia e necropsia de janeiro de 1964 a
dezembro de 2004, no Laboratdrio de Patologia Veterinaria da Universidade Federal de Santa
Maria. Desse levantamento, os seguintes dados foram coletados: espécie, idade, sexo, raga € o
numero total de neoplasias do sistema nervoso periférico diagnosticado em todas as espécies
de animais domésticos. A idade dos animais foi agrupada em trés grupos; animais de 1 a 5
anos, 6 a 10 anos e mais de 10 anos.

Das neoplasias diagnosticadas, além das informagdes acima citadas, recolheram-se
dados como localizagdo, presenca de metastases, tempo de evolugdo, sinais clinicos e aspecto
macroscopico quando mencionados. Foram encontrados 12 tumores sendo, onze de bidpsias e
um de necropsia. Destes, 7 eram schwannomas e 5 eram neurofibromas. Nove tumores (4
schwannomas e 5 neurofibromas) foram submetidos a métodos histoquimicos e
imunoistoquimicos. Os métodos histoquimicos tinham como objetivo avaliar o aspecto
histologico, quantificar e qualificar o coldgeno, observar a presenga de regides organizadoras
nucleolares arginofilicas (argirophilic nucleolar organizer region—AgNORS) e avaliar a
presenga € numero de mastocitos. A imunoistoquimica visou avaliar a marcacdo das

neoplasias pelos anticorpos vimentina, S100 e GFAP.

3.1 Aspecto histoldgico

Seccoes de 5 um de espessura foram obtidas de cada tumor e coradas com
hematoxilina-eosina (H&E) (CULLING et al., 1985). Cada tumor foi classificado ¢ avaliado
de acordo com os critérios propostos por Woodruff et al., (2000). Esses critérios incluem
caracterizagdo do tipo celular neoplasico, forma e diferenciagdo celular, nimero de mitoses (1
a 2 mitoses por cga raras, 3-5 mitoses por cga moderadas, mais de 5 mitoses por cga
acentuada), presenca de capsula e infiltracdo das células neoplasicas no tecido além de outras
alteracdes como edema, hemorragia e necrose. Esses dados permitem diferenciar as

neoplasias do sistema nervoso periférico entre si e avaliar a malignidade do tumor.
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3.2  Tricrémico de Masson

Essa técnica permite visualizar e quantificar as fibras colagenas nos tecidos; além
de diferenciar fibras coldgenas de fibras musculares. As fibras coldgenas se coram
intensamente por azul enquanto que as fibras musculares ndo se coram (MONTES &
JUNQUEIRA, 1991).

Cortes de 5 um de espessura de cada neoplasia foram desparafinizados e
hidratados em agua destilada. A coloragdo foi realizada com o kit “Easy Path®”" para
Tricromico de Masson de acordo com as instrugdes do fabricante. Apds esse procedimento, as
laminas foram lavadas em 4gua destilada, desidratadas, clarificadas e montadas (CULLING et
al., 1985) (ANEXO A).

Os cortes histologicos foram analisados e a presenga de tecido conjuntivo foi
avaliada subjetivamente e classificada em graus: ausente (-) quando ndo havia marcagao para
o tecido conjuntivo, leve (+) quando a marca¢do ndo excedia 30%, moderada (++) quando a
marcacdo variava de 30 a 70 % e acentuada (+++) quando a marcagdo do tecido conjuntivo

variava de 70 a 100%.

3.3 Picrosirius Red

Essa técnica permite caracterizar os diferentes tipos de coldgeno I, II, III e IV
através da diferente interferéncia de cores, intensidade e birrefringéncia dos tecidos corados
(MONTES & JUNQUEIRA, 1991).

Cortes de 5 um de espessura foram desparafinizados, hidratados em 4gua destilada
e corados por uma hora em uma solugdo de Sirius Red a 0,1% dissolvida em acido picrico.
Ap0s, as laminas foram lavadas rapidamente em &gua corrente e contra coradas em uma
solugdo de Hematoxilina de Harris por 6 minutos. Depois de montadas, as laminas foram
analisadas em microscopico de luz convencional com o auxilio de dois filtros polarizadores
que promoviam a birrefringéncia no coldgeno corado (MONTES & JUNQUEIRA, 1991)
(ANEXO B).

Sob a luz polarizada o colageno tipo I se apresenta como fibras grossas,
birrefringentes na cor amarela ou vermelha, o colageno tipo III aparece em feixes finos pouco

refringentes de cor esverdeada. O coldgeno tipo II assume um padrao frouxo de coldgeno

* Easy Path, Erviegas. Sio Paulo, SP
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demonstrando uma fraca birrefringéncia de cores variadas. Microfibrilas finas amorfas
fracamente birrefringentes nas laminas basais sdo caracteristicas do colageno tipo IV

(MONTES & JUNQUEIRA, 1991).

34 AgNOR

Foi obtido um corte de 5 um de espessura de cada neoplasia. Os cortes foram
desparafinizados e hidratados em 4gua deionizada e posteriormente corados em uma solugdo
de gelatina a 2% e acido férmico a 1% em 4agua deionizada e solucdo de nitrato de prata a
50% na propor¢do de 1:2. As laminas ficaram imersas nessa solugdo por 45 minutos em
temperatura ambiente. Foram lavadas em 4agua deionizada por 1 minuto, desidratadas,
clarificadas e montadas com resina sintética (RECH, 2003) (ANEXO C).

Para definir a freqiiéncia de AgNOR, foram contados os pontos pretos no interior
dos nucleos em 100 células tumorais em campos aleatérios e representativos de maior
aumento (1000x). Um campo representativo ¢ definido como uma area do tumor de pelo
menos 10 células tumorais entre a juncdo normal e as células neoplasicas. A freqiiéncia foi
obtida dividindo-se o ntimero de AgNOR por 100 (RECH et al., 2004; OLIVEIRA et al.,
2005).

As neoplasias foram divididas em quatro grupos: schwannomas benignos,
schwannomas malignos, neurofibromas benignos e neurofibromas malignos. Essa

classifica¢do prévia permitiu uma melhor anélise do resultado de AgNOR obtido.

3.5 Azul de toluidina

Essa técnica permite visualizar granulos citoplasmaticos orto e metacromaticos em
mastocitos, o que auxilia a visualizagdo dessas células no tecido (CULLING et al., 1985). O
azul de toluidina ainda ¢ usado para a confirmac¢do do diagnostico de mastocitomas, além de
servir como ferramenta para a diferencia¢do dos graus histoldgicos dessas neoplasias (RECH,
2003).

Cortes de 5 um de espessura das neoplasias do SNP foram desparafinizados e
hidratados em agua destilada e posteriormente imersos em solucdo de toluidina a 0,1% por 2
minutos. Apos esse procedimento as ladminas foram lavadas em 4gua destilada, desidratadas,
clarificadas ¢ montadas (CULLING et al., 1985). Foram coletados fragmentos do nervo

trig€mio de um bovino e do plexo braquial de um canino para serem usados como controle na
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quantificagdo dos mastocitos nas neoplasias. Para a contagem do nimero de mastocitos foram

analisados 10 campos aleatorios no aumento de 400X.

3.6 Imunoistoquimica

Amostras das neoplasias foram processadas rotineiramente para a realizagdo da
técnica de imunoistoquimica. Para a imunomarcacdo da vimentina, S100 e GFAP em
neurofibromas e schwannomas foram utilizados o anticorpo primario monoclonal anti-
vimentina Clone V9 produzido em camundongo (DakoCytomation — Coédigo M0725), o
anticorpo policlonal anti-S100 produzido em coelho (DakoCytomation — Cédigo Z0311) e
anticorpo anti-GFAP produzido em camundongo (Dako Cytomation — MO0761),
respectivamente. O detalhamento do protocolo de imunoistoquimica encontra-se no Apéndice

A.



4 RESULTADOS

4.1 Epidemiologia

Nos arquivos do Laboratério de Patologia Veterinaria da Universidade Federal de
Santa Maria, no periodo de janeiro de 1964 a dezembro de 2004 (41 anos), foram encontrados
doze protocolos (11 biopsias e 1 necropsia) de animais domésticos com tumores de sistema
nervosos periférico. Destes, 7 (7/12) eram schwannomas e 5 (5/12) eram neurofibromas

(Gréfico 1).

m schwannoma

O neurofibroma

Grafico 1 — Os nervos periféricos e suas alteragdes neoplasicas. Distribui¢do dos tumores
de SNP (schwannomas e neurofibromas) nos arquivos do Laboratério de
Patologia Veterinaria da Universidade Federal de Santa Maria entre os anos
de 1964 e 2004.

Os schwannomas corresponderam ao maior grupo (7/12) de neoplasias do SNP, e
foram todos diagnosticados em cdes. Destes, quatro (4/7) eram machos e trés (3/7) eram
fémeas. Dos animais com schwannomas, um (1/7) tinha 1 a 5 anos, cinco (5/7) tinham de 6 a
10 anos e um (1/7) tinha mais de 10 anos. A média de idade dos caes com schwannomas foi
7,8 (£ 2,4 anos). Esses tumores foram mais freqiientes em caes com mais de 6 anos (5/7). A
Tabela 1 mostra a distribuicdo dos schwannomas de acordo com a espécie, sexo, idade, raga e

localizagao.
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Tabela 1- Os nervos periféricos e suas alteragdes neoplasicas. Distribui¢ao dos schwannomas
de acordo com a espécie, sexo, idade e raga.

Caso Espécie Sexo Idade (anos) Raca Localizacao
V231-82 Canina Macho 10 SRD MAD
V818-89 Canina Macho 6 Pastor Alemao MPE
V390-96 Canina Fémea 11 Collie Psc

V248-98(B) Canina Macho 6 Cocker MAE
V133-99 Canina Macho 10 Husky Siberiano Olho
V208-04 Canina Fémea 7 Pastor Alemao PBr

Vn109-88 Canina Fémea 5 Pastor Alemao V NCr

MAD (membro anterior direito); MPE (membro posterior esquerdo); Psc (pescogo); MAE (membro anterior
esquerdo); PBr (plexo braquial); V NCr (V nervo craniano).

Quanto a localizagdo anatomica, os schwannomas encontrados distribuiram-se na
seguinte ordem de freqiiéncia: cabeca 2 (2/7) um deles afetando o olho (1/7) e o outro o V par
craniano (nervo trigémio) (1/7), tronco 2 (2/7) sendo que um destes estava localizado no plexo
braquial, ¢ membros 3 (3/7). Somente em um dos casos (1/7) houve metastases, e estas se
localizavam no pulmao. Quanto ao tempo de evolugdo, em trés casos esse dado ndo foi
informado. Nos casos informados, o tempo de evolugdo variou entre vinte dias (sic) € um ano.

Os sinais clinicos foram de claudicagdo do membro afetado, deficiéncia
neuroldgica, proprioceptiva e do reflexo flexor além de sensibilidade superficial e profunda
diminuida (3/7). No caso de comprometimento pulmonar o animal apresentou dispnéia.
Cegueira, anorexia e incordenagdo motora foram caracteristicas quando havia envolvimento
do V par craniano (1/7).

Os neurofibromas corresponderam ao menor grupo (5/12) de neoplasias do SNP, e
foram diagnosticados em bovinos (3/5) e caninos (2/5). Dos bovinos, em dois casos o sexo do
animal ndo foi informado (2/5), e um caso foi diagnosticado em uma fémea (1/5). Um dos
animais tinha 8 anos e em dois protocolos a idade nao foi informada (2/5). A raca dos bovinos
com neurofibroma nao foi informada em dois casos (2/5), o outro bovino era SRD (1/5).

Quanto a localizagdao anatomica, os neurofibromas se localizavam na lingua (1/5),
pescoco (1/5) e figado (1/5) e neste caso havia envolvimento da vesicula biliar. O tempo de

evolucdo em dois casos ndo foi informado (2/5). No caso em que o tempo de evolugcao
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constava, este era de um ano (1/5). O sinal clinico mais citado nos casos de neurofibroma era
de hiperestesia acentuada (2/5).

Um canino macho de seis anos, da raca Cocker apresentou um neurofibroma no
membro anterior esquerdo. O tempo de evolugdo era de um ano e houve recidiva 6 meses
apds a cirurgia. A Tabela 2 demonstra os casos de neurofibroma diagnosticados no
Laboratorio de Patologia Veterinaria da Universidade Federal de Santa Maria de acordo com

a espécie, sexo, idade, racga e localizacgao.

Tabela 2 - Os nervos periféricos e suas alteracdes neoplasicas. Distribuigdo dos
neurofibromas de acordo com a espécie, sexo, idade e raga.

Caso Espécie Sexo Idade (anos) Raca Localizacao
V77-79 Bovina ni ni ni Lng
VO01-90 Bovina Fémea 8 SRD Psc

V318-94 Bovina ni ni ni Fig
V77-98 Canina Macho 6 Cocker MAE
V248-98 (A) Canina Macho 6 Cocker MAE

Ni ( ndo informado); Lng (lingua); Psc (pescoco); Fig (figado); MAE (membro anterior esquerdo).

4.2 Apresentacdo dos tumores de SNP de acordo com 0s aspectos macroscopico e
histologico

Os schwannomas mediam de 2 a 7 cm de didmetro, ¢ se caracterizaram como
estruturas ovais brancas (6/7) ou avermelhadas (1/7) com (2/7) ou sem (5/7) envolvimento
macroscopico de um fasciculo nervoso. Os tumores eram firmes (5/7), duros (1/7) ou fridveis
(1/7). Ao corte apresentavam uma cor esbranquicada (6/7) ou amarelada (1/7). A tumoragao
assumia um padrao concéntrico (1/7), ou homogéneo (6/7) com focos deprimidos de aspecto
lardaceo (3/7) (Figura 8). Macroscopicamente, os schwannomas eram localmente invasivos
(3/7), comprimindo o encefalo (1/7) ou desarranjando a arquitetura do globo ocular (1/7). Em
uma das neoplasias observou-se formacao 6ssea multifocal acentuada (1/7).

Macroscopicamente, os neurofibromas caracterizavam-se por estruturas nodulares
(4/5) ou elipticas (1/5) que variavam de 1 mm a 25 cm de didmetro. Essas nodulagdes eram
brancas (5/5), firmes (4/5) ou moles (1/5). Ao corte todas eram branco acinzentadas (5/5) com
aspecto liso, brilhante, homogéneo (4/5) ou irregular lobolulado (1/5). As neoplasias eram
localmente invasivas (5/5) com radiagdes brancas para o tecido muscular (4/5) ou hepatico

(1/5).
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Nove dos tumores de SNP diagnosticados entre 1964 e 2004 foram analisados
microscopicamente de acordo com os critérios propostos por Woodruff et al. (2000). Quatro
(4/9) desses tumores foram diagnosticados como schwannomas e cinco (5/9) como
neurofibromas.

Microscopicamente os schwannomas se caracterizavam por uma proliferacao
neoplasica altamente celular composta de células fusiformes que se arranjavam ora em
palicada (padrao Antoni tipo A) (2/4) (Figura 9A), ora em ninhos e feixes dispostos em varios
sentidos (4/4) (Figura 9B). Em um dos tumores havia areas pouco celulares onde as células se
organizavam numa textura frouxa envoltas por uma matriz mixoéide basofilica (padrao Antoni
tipo B) (1/4) (Figura 9C). O citoplasma das células era eosinofilico, e indistinto (4/4). Os
nucleos eram fusiformes (4/4) e/ou ovais (2/4) e apresentavam a cromatina condensada (4/4) e
frouxa (2/4) com 1 a 3 nucléolos evidentes (3/4) ou mais de trés nucléolos evidentes (1/4). Em
uma das neoplasias observavam-se pequenas ilhas de cartilagem e tecido 6sseo envoltas por
ninhos e feixes de células fusiformes neoplésicas (1/4) (schwannoma com diferenciacdo 6ssea)
(Figura 10). Aspecto digitiforme das células tumorais foi observado em areas multifocais de
uma neoplasia (1/4). Nao foram observados corpos de Verocay (4/4).

As mitoses eram moderadas, 3 a 5 por cga (1/4) e acentuadas, mais de Scga (3/4).
O pleomorfismo celular e nuclear era moderado (2/4) a acentuado (1/4). Em quase todas as
amostras observavam-se focos de hemorragia (3/4) (Figura 11), formagdo de trombos (3/4) e
extensas areas de necrose (3/4). Nessas areas havia um infiltrado moderado multifocal de
neutrofilos e macréfagos (3/4). Linfocitos, macroéfagos e plasmocitos estavam presentes em
todos os casos, distribuidos em areas multifocais entre as células tumorais e na periferia do
tumor (4/4). Em um dos casos havia um infiltrado granulomatoso focalmente extenso na
derme profunda com células gigantes tipo Langhans e tipo corpo estranho (1/4). Dermatite
linfo-histiocitaria acentuada foi observada em um dos schwannomas subcutaneos (1/4)
(Tabela 3).

Os schwannomas eram envoltos por uma fina capsula de tecido conjuntivo (2/4), e
as células neoplésicas se infiltravam entre as fibras de tecido muscular e adiposo (2/4)
adjacente. Em um dos casos as células neoplésicas invadiam a derme superficial, infiltrando-
se entre as glandulas anexas da pele até atingir a epiderme (1/4). Na neoplasia ocular as
camaras anterior e posterior do olho estavam repletas de células neoplasicas que se
disseminavam sobre o cristalino e alcancavam a cornea (1/4). Nesta havia uma area focal de

hiperplasia do epitélio com formagdo de papilas e metaplasia escamosa. Observava-se ceratite
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linfo-histioplasmocitaria difusa acentuada com neovascularizacdo e fibrose do estroma
corneano (1/4).

Os neurofibromas se caracterizaram por uma proliferacdo neoplasica de células
fusiformes (3/5) (Figura 12), com nucleos basofilicos, ovoéides (2/5) e fusiformes (3/5)
levemente curvados com um a trés nucléolos evidentes (2/5) ou com mais de trés nucléolos
(3/5). As células se multiplicavam a partir da periferia dos nervos e formavam feixes e ninhos
(3/5) ou se distribuiam em manto (2/5). O pleomorfismo celular e nuclear era moderado a
acentuado com formas nucleares aberrantes (3/5). As mitoses eram raras (3/5) a moderadas
(2/5). O citoplasma era eosinofilico (5/5), escasso (5/5) e indistinto (5/5) (Tabela 3).

As neoplasias eram infiltrativas (5/5) com destruicao do tecido muscular adjacente
(4/5) e compressao dos ductos biliares causando retengdo biliar (1/5) (Figura 13). A presenca
de uma fina cépsula fibrosa foi observada em dois casos (2/5) e ausente nos demais (3/5). A
presencga de hipertrofia dos fasciculos nervosos (2/5) e a segregagdo dos feixes axonais (1/4)
foram vistas. Nos neurofibromas cutaneos (3/5) observou-se uma dermatite linfo-
histioplasmocitaria e neutrofilica moderada principalmente na derme superficial (Figura 14).
Em um caso foi observada mucosubstancia anfofilica (1/5) entre as células tumorais, enquanto
a presenca de corpos neuronais foi detectada em outro (1/5) (Figura 15).

De acordo com os aspectos histoldgicos, os schwannomas eram bem diferenciados
(2/4) ou pouco diferenciados (2/4). Essa classificacio também foi realizada nos

neurofibromas sendo que dois foram pouco diferenciados (2/5) e trés bem diferenciados (3/5).
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Tabela 3 — Os nervos periféricos ¢ suas alteragdes neoplasicas. Caracteristicas histologicas
dos schwannomas e neurofibromas.

Schwannomas Neurofibromas

Achados Histologicos n % n %
Diferenciagéo
Bem diferenciado 2/4 50% 3/5 60%
Pouco diferenciado 2/4 50% 2/5 40%
Padréo celular
Manto celular - - 2/5 40%
Digitiforme 1/4 25% - -
Ninhos 2/4 50% 3/5 60%
Feixes 4/4 100% 3/5 60%
Paligada (Antoni A) 2/4 50% - -
Mixomatoso (Antoni B) 1/4 25% - -
Tamanho da célula
Uniforme 1/4 25% 2/5 40%
Anisocitose 3/4 75% 3/5 60%
Anisocitose + células
gigantes 3/4 75% 1/5 20%
Forma da célula
Fusiforme 1/4 25% 3/5 60%
Pleomorfico 3/4 75% 2/5 40%
Nucleo
Anisocariose 4/4 100% 5/5 100%
Nucleos aberrantes 4/4 100% 3/5 60%
Oval 2/4 50% 2/5 40%
Cromatina frouxa 2/4 50% /5 20%
Cromatina condensada 4/4 100% 4/5 80%
Mitose
Rara - - 3/5 60%
Moderada 1/4 25% 2/5 40%
Acentuada 3/4 75% - -
Nucléolo
la3 3/4 75% 2/5 40%
>3 1/4 25% 3/5 60%
Estroma
Ausente 2/4 50% - -
Leve 1/4 25% 3/5 60%
Moderado 1/4 25% 1/5 20%
Acentuado - - 1/5 20%
Infiltrado inflamatério linfo-histioplasmocitario
Leve 1/4 25% 3/5 60%
Moderado 2/4 50% 1/5 20%
Acentuado 1/4 25% 1/5 20%
Outras alteragdes
Metaplasia 1/4 25% - -
Hemorragia 3/4 75% - -
Necrose 3/4 75% - -
Tricrémico de masson
Ausente 2/4 50% 2/5 40%
Pouco 1/4 25% 1/5 20%
Moderada 1/4 25% 1/5 20%
Acentuada - - 1/5 20%
AgNOR 1,72+ 0,17 - 1,78 £0,11 -
Picrosirius Red
Colageno Tipo I 2/4 50% 3/5 60%

Colageno Tipo 111 2/4 50% 3/5 60%
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4.3 Quantificacdo do tecido conjuntivo fibroso nas neoplasias do SNP (tricromico de
Masson)

O método do tricromico de Masson permitiu observar e quantificar o tecido
conjuntivo fibroso nos schwannomas e neurofibromas. Nos schwannomas a proliferagao de
tecido conjuntivo era moderada nas areas onde as células neoplésicas estavam dispostas em
uma matriz mixdide basofilica (padrdo Antoni tipo B) (1/4). A proliferacdo de tecido
conjuntivo era discreta entre as células organizadas em palicadas; por vezes uma fina camada
de tecido conjuntivo envolvia as células neoplasicas (1/4). Na neoplasia com diferenciagao
Ossea, havia colora¢do azul no tecido 6sseo (Figura 16A). Em dois schwannomas ndo se
observou a presenca de tecido conjuntivo entre as células neoplésicas; nesses casos o tecido
conjuntivo estava distribuido uniformemente na capsula do tumor (2/4) (Tabela 4).

Nos neurofibromas, o tecido conjuntivo era visto de forma moderada a acentuada
ao redor de nervos (perineuro) (2/5) (Figura 16B). No endoneuro as fibras de tecido
conjuntivo estavam dispostas em pequenos feixes aleatdrios numa forma difusa, moderada a
acentuada (2/5). Por vezes a coloragdo era presente somente nos vasos sangiiineos e era leve
no endoneuro (1/5). Nao houve coloragao pelo tricromico de Masson em duas neoplasias (2/5)

(Tabela 4).

Tabela 4 - Os nervos periféricos e suas alteragcdes neoplasicas. Presenga e quantificagdo do
tecido conjuntivo fibroso nos neurofibromas e schwannomas.

Caso Neoplasia Presenca de tecido
conjuntivo fibroso
V77-79 neurofibroma ++
VO01-90 neurofibroma +
V318-94 neurofibroma +++
V77-98 neurofibroma -
V248-98 (A) neurofibroma -
V390-96 schwannoma +
V248-98 (B) schwannoma -
V133-99 schwannoma -
V208-04 schwannoma ++

- (ausente); + (leve); ++ (moderado); +++ (acentuado).
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4.4 Qualificacdo do tecido conjuntivo nas neoplasias do SNP (Picrosirius Red)

Através da técnica do Picrosirius red foram analisados 4 schwannomas e 5
neurofibromas. Nos schwannomas havia uma intensa proliferacdo de fibras de colageno tipo I
na capsula da neoplasia (Figura 17A) e entre as células em palicada (2/4) e nas areas de
padrao mixomatoso (2/4). A presenca de colageno tipo III era rara (1/4) a acentuada (1/4) e
quando presente estava disposto em feixes curtos entre as fibras coldgenas tipo I, e algumas
vezes, sozinho entre as células tumorais (Figura 17B).

Os neurofibromas apresentaram grande quantidade de fibras vermelhas e amarelas
grossas, fortemente birrefringentes (colageno tipo I) principalmente no epineuro e perineuro
dos nervos de maior calibre e também, em menor quantidade, no endoneuro (3/5) (Figura
18A). O colageno tipo III aparecia como filamentos finos, esverdeados, fracamente
birrefringentes, em grande quantidade no endoneuro (3/5) e perineuro (2/5) (Figura 18B). Em
dois casos nao foi observada proliferacdo de nenhum tipo de coldgeno entre as células
neopldasicas (2/5) com exce¢do de leve quantidade de colageno tipo I na cépsula do tumor e na
derme superficial. A presengca dos colagenos tipo I e tipo III era observada

concomitantemente nas neoplasias.

4.5 Técnica de AGNOR nas neoplasias de SNP

As regides organizadoras nucleolares argirofilicas coraram-se intranuclearmente,
como pontos pretos ou marrom-escuros. A média (+ DP) de contagem de AgNOR em 100
células nos schwannomas benignos foi de 1,66 = 0,26 ¢ nos malignos de 1,78 + 0,09. Nos
neurofibromas classificados como benignos a média foi de 1,72 + 0,04 e nos malignos de 1,83
+ 0,13. Quando comparadas pelo teste de Tukey, as médias de AgNOR das neoplasias
benignas e malignas de ambos os tumores, ndo foram significativamente diferentes (p>0,05).
A contagem geral de AgNOR variou de 1,48 a 1,85 com média geral (= DP) de 1,72 + 0,17

nos schwannomas e de 1,78 £ 0,11 nos neurofibromas (Gréafico 2) (Figura 19).
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Grafico 2 - Os nervos periféricos e suas alteragdes neoplasicas. Associagdo entre as
neoplasias (neurofibroma e schwannoma) e a freqiiéncia de AgNOR. As
linhas horizontais (vermelhas) representam a média de AgNOR em cada
tumor.

4.6 Técnica do Azul de toluidina para quantificacdo de mastécitos nas neoplasias de
SNP

Foram analisadas 8 neoplasias* 4 neurofibromas e 4 schwannomas. Nos nervos dos
animais normais o numero de mastdcitos foi de 16 nos bovinos e de 3 em caninos. Os
schwannomas nao apresentaram uma grande variacdo na quantidade de mastocitos, com
excecdo de um tumor, média de 10 = 15,4. Os neurofibromas apresentaram um grande

numero de mastdcitos em média 38,75 + 30,4. (Tabela 5) (Figura 20).

* . . . ~ 7 .
O quinto neurofibroma mostrou-se inadequado para a realizacdo da técnica.
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Tabela 5 — Os nervos periféricos e suas alteragdes neoplasicas. Quantificagdo do niamero de
mastocitos nos neurofibromas e schwannomas

Caso NuUmero de mastocitos
Schwannoma Neurofibroma

V390-96/V01-90 33 37

V133-99/V318-94 2 82

V248-98(B)/V77-98 4 14

V208-04/V248-98(A) 1 22
Média 10 38,7
Desvio padrao 30,4 30,04

4.7 Imunoistoquimica

As células neoplasicas dos schwannomas ¢ neurofibromas foram fortemente
positivas para a vimentina (4/4 ¢ 5/5) (Figuras 21 e 22) e para S100 (4/4 ¢ 5/5) (Figuras 23 ¢
24), detectadas através da técnica de imunoistoquimica.

Com relacdo ao GFAP trés schwannomas foram positivos (3/4) e um (1/4) ndo
apresentou marca¢do. A marcagdo era difusa acentuada (1/3) ou multifocal aleatoria (2/3) em
pequenos grupos de células (Figura 25). Os neurofibromas ndo apresentaram marcagao nas
células neoplasicas. Somente as células de Schwann, que estavam presentes nos fasciculos

nervosos, foram marcadas (Figura 26).
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Figura 8 — Os nervos periféricos e suas alteragdes neoplasicas. Schwannoma localizado no
plexo braquial de um canino. Ao corte, a neoplasia apresenta uma cor
esbranquicada homogénea de aspecto concéntrico.
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Figura 9 — Os nervos periféricos e suas alteragdes neoplasicas. A. Schwannoma ocular de um
canino. Observa-se uma proliferagdo neopldsica composta de células fusiformes
que se arranjam em palicada (padrdo Antoni tipo A). H&E. Barra 50 um. B.
Schwannoma, plexo braquial de um canino. Células de Schwann neoplasicas
dispostas em varios sentidos. H&E. Barra 30 um. C. Schwannoma, plexo braquial
de um canino. Ha areas pouco celulares onde as células se organizam numa textura
frouxa, envoltas por uma matriz mixoide basofilica (padrao Antoni tipo B). H&E.

Barra 30 pm.
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Figura 10 — Os nervos periféricos e suas alteragdes neoplasicas. Schwannoma, plexo braquial
de um canino. Observam-se pequenas ilhas de tecido 6sseo envoltas por ninhos
de células fusiformes neoplasicas (schwannoma com diferenciagdo 6ssea). H&E.
Barra 30 pm.

Figura 11 — Os nervos periféricos e suas altera¢cdes neoplasicas. Schwannoma, regido cervical
de um canino. Area focalmente extensa de hemorragia. H&E. Barra 50 pm.
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Figura 12 — Os nervos periféricos e suas alteragdes neoplasicas. Neurofibroma, figado de um
bovino. A neoplasia caracteriza-se pela formacdo de ninhos concéntricos
separadas por feixes finos. Os axonios sdo segregados por feixes de células
neoplasicas. H&E. Barra 50 pm.

Figura 13 — Os nervos periféricos ¢ suas alteragdes neoplasicas. Neurofibroma, figado de um
bovino. As células neoplasicas e inflamatérias se infiltram através do espago
periportal comprimindo vasos sangiiineos e ductos biliares. H&E. Barra 50 um.
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Figura 14 — Os nervos periféricos e suas alteragdes neoplasicas. Neurofibroma, regido
cervical de um bovino. Infiltrado inflamatério linfo-histioplasmocitario e
neutrofilico moderado é observado entre as células neoplasicas. H&E. Barra 30
pm.

Figura 15 — Os nervos periféricos e suas altera¢des neoplasicas. Neurofibroma, figado de um
bovino. Observam-se corpos neuronais em meio a proliferagdo tumoral. H&E.
Barra 30 pm.
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Figura 16 — Os nervos periféricos e suas alteracdes neoplasicas. A. Schwannoma com
diferenciacdo Ossea, plexo braquial de um canino. O tecido dsseo estd
suavemente corado em azul. Tricromico de Masson. Barra 50 pum. B.
Neurofibroma, figado de um bovino. Observa-se grande quantidade de tecido
conjuntivo ao redor dos nervos (perineuro). No endoneuro as fibras de tecido

conjuntivo estdo dispostas em pequenos feixes aleatorios. Tricromico de
Masson. Barra 50 pm.
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Figura 17 - Os nervos periféricos ¢ suas alteragcdes neoplasicas. A. Schwannoma, regido
cervical de um canino. H4 uma intensa proliferagdo de fibras grossas, vermelhas
fortemente birrefringentes (colageno tipo I) na capsula da neoplasia. Picrosirius
red. Barra 50 pm. B. Schwannoma, plexo braquial de um canino. Observam-se
filamentos finos e esverdeados, fracamente birrefringentes, (colageno tipo III)
entremeados 4s fibras de colageno tipo 1. Picrosirius red. Barra 30 pm.
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Figura 18 — Os nervos periféricos e suas alteragdes neoplasicas. A. Neurofibroma, regido
cervical de um bovino. H4 grande quantidade de fibras vermelhas, grossas,
fortemente birrefringentes (colageno tipo I) no perineuro e no endoneuro.
Picrosirius red. Barra 50 pm. B. Neurofibroma, figado de um bovino.
Filamentos finos, esverdeados, fracamente birrefringentes (colageno tipo III)
sdo observados em grande quantidade entre fibras amarelas fortemente
birrefringentes (colageno tipo I). Picrosirius red. Barra 50 um.
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Figura 19 — Os nervos periféricos e suas altera¢cdes neoplasicas. Os pontos pretos representam
as regides organizadoras nucleolares argirofilicas (AgNOR). A. Schwannoma
bem diferenciado, regido cervical de um canino (AgNOR=1,69). AgNOR. Barra
30 um. B. Schwannoma pouco diferenciado, plexo braquial de um canino
(AgNOR=1,87). AgNOR. Barra 30 um. C. Neurofibroma bem diferenciado,
regido cervical de um bovino (AgNOR=1,69). AgNOR. Barra 30 um. D.
Neurofibroma pouco diferenciado, figado de um bovino (AgNOR=1,84).
AgNOR. Barra 30 pm.
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Figura 20 — Os nervos periféricos e suas alteragdes neoplasicas. A. Neurofibroma, regido
cervical de um bovino. No centro da imagem observa-se um grupo de
mastocitos. Azul de toluidina. Barra 30 um. B. Schwannoma, regido cervical
de um canino. Raros mastdcitos sdo detectados no tumor. Azul de toluidina.
Barra 30 um.
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Figura 21 — Os nervos periféricos e suas alteragdes neoplasicas. A. Schwannoma, plexo
braquial de um canino. Controle negativo, anticorpo anti-vimentina, nao ha
marcacdo nas células neoplasicas. Imunoistoquimica. Barra 50 pm. B e C.
Schwannoma, plexo braquial de um canino. Observa-se forte marcacdao do
citoplasma das células e seus prolongamentos pelo anticorpo anti-vimentina.
Imunoistoquimica. Barra 30 um.
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Figura 22 — Os nervos periféricos e suas alteragdes neoplasicas. Neurofibroma, lingua de um
bovino. As células neopldsicas fusiformes do neurofibroma estdo
imunomarcadas pelo anticorpo anti-vimentina. Observe a auséncia de marcacio
nos linfocitos presentes entre as células neoplasicas. Imunoistoquimica. Barra 30
pum.
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Figura 23 — Os nervos periféricos e suas alteragdes neoplasicas. A. Schwannoma, plexo
braquial de um canino. Controle negativo, anticorpo anti-S100, ndo ha marcagao
nas células neoplésicas e nos osteocitos. Imunoistoquimica. Barra 50 um. B.
Schwannoma, plexo braquial de um canino. Observe a forte marcacdo das
células neoplésicas e dos ostedcitos pelo anticorpo anti-S100. Imunoistoquimica.
Barra 50 um. C. Schwannoma, olho de um canino. Ha forte marcag¢do do
citoplasma das células em pali¢ada pelo anticorpo anti-S100. Imunoistoquimica.
Barra 30 um
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Figura 24 — Os nervos periféricos e suas alteracdes neoplasicas. A. Neurofibroma, figado de
um bovino. As células neoplasicas estdo marcadas pelo anticorpo anti-S100.
Observe que as células de Schwann presentes no fasciculo nervoso também
apresentam imunomarca¢do. Imunoistoquimica. Barra 50 pym. B. Neurofibroma,
regido cervical de um bovino. As células neoplédsicas do neurofibroma estdo
intensamente marcadas pelo anticorpo anti S100. Imunoistoquimica. Barra 30
pm.
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Figura 25 — Os nervos periféricos e suas alteragdes neoplasicas. Schwannoma, regido cervical

de um canino. Ha uma marcagao irregular do citoplasma das células neoplasicas
pelo anticorpo anti-GFAP. Imunoistoquimica. Barra 30 pm.

Figura 26 — Os nervos periféricos ¢ suas alteragcdes neoplasicas. Neurofibroma, figado de um
bovino. Nao h4 marcacdo das células neoplasicas do neurofibroma pelo

anticorpo anti-GFAP. Nos fasciculos nervosos ha forte marcacao das células de
Schwann. Imunoistoquimica. Barra 50 um.






5 DISCUSSAO

A revisdo realizada sobre os componentes do SNP permitiu observar que todos
os componentes sdo igualmente importantes nas patologias do sistema. A origem das células a
partir da crista neural (células de Schwann) e de tecidos mesenquimais (fibroblastos e
mastocitos) tornam complexa a resposta tecidual as agressdes degenerativas, inflamatorias e
neoplasicas (CAVANAGH, 1990). O diagnoéstico acurado dos processos deletérios ao SNP
inclui o conhecimento profundo do tecido, epidemiologia, métodos histoquimicos e
imunoistoquimicos, todos eles empregados no estudo das neoplasias descritas nesta
investigagao.

Apesar das desordens neuroldgicas nos animais serem conhecidas desde o século
dezessete, os estudos em neuropatologia sdo recentes. A consolidacdo da neurologia e
neuropatologia humana e veterinaria somente foi estabelecida apds a segunda guerra mundial
com a descoberta de fatores de crescimento neurais (SUMMERS et al., 1995).

As patologias que envolvem o SNP sdo conhecidas em diversas espécies
(SUMMERS et al., 1995). Dentre elas, as neoplasias destacam-se pela diversidade e
caracteristicas de malignidade nos animais domésticos. Neoplasias primarias dos nervos
periféricos sao raras nos animais domésticos e nos seres humanos (WOODRUFF et al., 2000;
LeCOUTER, 2001). De acordo com os dados obtidos no levantamento realizado nos arquivos
do Laboratorio de Patologia Veterinaria da Universidade Federal de Santa Maria, somente
doze casos foram diagnosticados nos quarenta anos revisados (1964-2004).

As bainhas de tecido conjuntivo dos nervos periféricos sdo formadas por diversos
tipos celulares. Devido a essa grande diversidade observa-se a formacdo de diferentes
neoplasias: schwannomas, neurofibromas, perineuromas e tumores malignos de bainha de
nervo periférico (WOODRUEFF et al., 2000), sendo que dentre essas as mais freqiientes sdo os
schwannomas e os neurofibromas (KOESTNER & HIGGINS, 2002). Existem grandes
divergéncias no que se refere a nomenclatura desses tumores, pois essas designacdes
freqiientemente nao sdo claras na medicina veterinaria (BROWER et al., 2005).

Dos casos levantados, sete foram schwannomas e cinco neurofibromas. A maior
ocorréncia dos schwannomas em caninos e de neurofibromas em bovinos e caninos

concordou com as informagdes epidemioldgicas sobre essas neoplasias (PUMAROLA et al.,
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1996, KOESTNER & HIGGINS, 2002), sendo os neurofibromas menos freqiientes nos
caninos (KOESTNER & JONES, 1997).

Os sinais clinicos dos schwannomas eram de deficiéncia neurologica e postural
quando afetavam o plexo braquial, além de sensibilidade superficial e profunda diminuida ou
ausente. A dispnéia foi caracteristica no caso de metastase pulmonar, ¢ a cegueira ¢
incoordenagdao motora foram presentes quando havia envolvimento do nervo trigémeo. Sinais
descritos por Pumarola et al., (1996) como depressdo, desorientagdo, atrofia muscular nio
foram observados nos animais afetados. Os neurofibromas provocavam dor local intensa
semelhantemente ao que foi observado por Koestner & Higgins (2001) que descrevem
hiperestesia continua e oscilante na regido afetada pelo tumor.

De acordo com Cockerell & Cooper (2002), embora a idade ndo seja em si
propria um fator direto no aparecimento de tumores, 0s pequenos animais que vivem mais
tempo e sdo mais expostos aos efeitos acumulativos dos carcindgenos do ambiente, tendem a
ter um indice mais elevado de neoplasias, o que corrobora a tendéncia determinada
epidemiologicamente pelos dados mostrados nos resultados.

A idade média dos cdes com schwannomas foi de 7,8 anos, sendo que essa
neoplasia foi mais diagnosticada em caes entre 6 ¢ 10 anos. Esses resultados foram similares
aos apresentados por Lecouter (2001) que analisou 43 schwannomas em caes entre 5 e 12
anos com idade média de 8 anos. Esses dados sugerem que os schwannomas sdo mais
freqiientes em caninos adultos e idosos.

Nos schwannomas, a propor¢ao de machos (4/7) e fémeas (3/7) foi semelhante.
Esse resultado vai ao encontro de diversos autores que afirmam que tanto os schwannomas
como os neurofibromas ndo tém predisposi¢do sexual (WOODRUFF et al., 2000;
LeCOUTER, 2001; KOESTNER & HIGGINS, 2002).

Nao foi possivel estabelecer a média de idade e o sexo dos animais com
neurofibroma devido a falta de informagdes obtidas nos protocolos, mas, ao contrario do que
ocorre com os schwannomas, parece ndo haver predisposicdo etdria para essas neoplasias
(WOODRUFF et al., 2000).

Segundo varios autores (SUMMERS et al., 1995; LECOUTER, 2001;
KOESTNER & HIGGINS 2002) ndo ha predilecao racial para as neoplasias de SNP. Devido
ao reduzido nimero de neoplasias encontradas nos nossos arquivos nao houve como
estabelecer esse parametro.

Quanto a localizacdo, os schwannomas foram mais freqiientes nos membros

(42,8%), afetando nervos distais. Lecouter (2001) sugeriu que essas neoplasias sdo mais
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comuns no canal vertebral, diferentemente de Koestner & Higgins (2002) que observaram
uma maior freqliéncia de schwannomas nos nervos que formam o plexo braquial,
lombossacral e finalmente nos nervos periféricos distais. Foi observada metastase pulmonar
de um schwannoma localizado no membro anterior esquerdo. As neoplasias do SNP tendem a
se disseminar ao longo da trajetéria de um nervo e quando se tornam muito agressivas
produzem metéstases em sitios distantes. E freqiiente a invasio medular e metastase pulmonar
nos schwannomas pouco diferenciados, principalmente quando essas neoplasias se localizam
no plexo braquial (KOESTNER & HIGGINS, 2002) ou nos nervos do sistema nervoso
simpatico (LeCOUTER, 2001).

Os neurofibromas tiveram uma distribuicao ampla, sem predilecao por um sitio
definido. Koestner & Jones (1997) citam que o neurofibroma tem uma disposi¢ao semelhante
a observada nos schwannomas, localizando-se ao longo do curso de nervos de pequeno e
grande calibre. Em bovinos, essas neoplasias tendem a se localizar no miocardio, as vezes
com multiplas massas num mesmo 6rgdo. Em caso de neurofibromatose bovina, multiplos
neurofibromas de até 10 cm de didmetro sdo vistos em nervos das cavidades abdominal e
toracica comprimindo vasos e 6rgaos (GOODMAN et al., 1955). A neurofibromatose ¢
descrita em humanos onde ha uma forte correlagdo com uma mutagdo no gene NF1 que induz
a formagdo de multiplos neurofibromas no organismo (ZHU et al., 2002). A elucidagio para o
aparecimento de neurofibromas solitarios ainda ndo foi estabelecida, mas acredita-se que a
similaridade entre os neurofibromas esporadicos e a neurofibromatose indica um claro
envolvimento do gene NF1 (WOODRUFF et al., 2000).

Macroscopicamente os schwannomas se caracterizaram como massas ovais, firmes
brancas de at¢ 7 cm de didmetro, bem circunscritas. Ao corte tinham aparéncia branca ou
acinzentada, homogénea e brilhante com areas multifocais de necrose. As neoplasias eram
invasivas desarranjando a arquitetura do tecido de origem, condizendo com aspectos ja
citados anteriormente (PATNAIK et al., 1984; GRACA et al., 1998; SUMMERS et al., 1995;
WOODRUFF et al., 2000; LeCOUTER, 2001; KOESTNER & HIGGINS, 2002; CHIJIWA et
al., 2004). Woodruff et al. (2002) citam diferentes padrdes macroscopicos dos neurofibromas
que variam com a localizagdo anatomica do tumor, mas correlagdo semelhante ndo foi
observada nos casos analisados.

O grau histolégico ¢ um parametro importante para determinar o prognostico € a
escolha do tratamento pelo clinico (LeCOUTER, 2001). Os nossos achados histologicos
foram caracteristicos e similares aos de investigagdes anteriores (PATNAIK et al., 1984;

GRACA et al., 1998; SUMMERS et al., 1995; WOODRUFF et al., 2000; LeCOUTER, 2001;
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KOESTNER & HIGGINS, 2002; CHIJIWA et al., 2004). Nos schwannomas era freqiiente a
observagao de células fusiformes que se arranjavam em ninhos e feixes aleatorios que por
vezes formavam palicadas (Antoni tipo A) ao contrario do que citam Koestner & Higgins,
(2002) que em caes os padrdes de palicada ou de espinha de peixe com orientagdo nuclear sao
muito incomuns.

Havia um infiltrado inflamatorio linfo-histiocitario multifocal moderado. Em
alguns casos infiltrados semelhantes eram observados no tecido adjacente a neoplasia.
Acredita-se que células tumorais podem ser reconhecidas pelo sistema imune devido a
expressdo de antigenos especificos. Esses antigenos sdo produzidos durante a mutacdo dos
genes celulares, essas mutagdes produzem proteinas anormais que acabam sendo expressas na
membrana plasmatica induzindo uma resposta imune mononuclear (CULLEN et al., 2002).

Uma das neoplasias apresentou diferenciacdo Ossea. Além desse padrdo os
schwannomas também podem apresentar focos unicos ou multiplos de diferenciagao
cartilaginosa, mucoéide, glandular, melandtica e granular (PATNAIK et al, 1984;
KUWAMURA et al., 1998; KOESTNER & HIGGINS, 2002; CHIJIWA et al., 2004). As
c¢lulas migratoérias da crista neural podem diferenciar-se ndo somente em melanécitos, células
de Schwann e células glanglionares, mas também em células da leptomeninge e algumas
cé¢lulas mesenquimais que contribuem para a formagdo de musculos, ossos e cartilagens da
regido da cabeca e do pescogo (SHAN et al., 1994, CHIJIWA et al., 2004). Essas
diferenciagdes celulares divergentes explicam o porqué da diferenciagdo 6ssea observada em
um dos casos diagndsticados. Em alguns casos, estabelecer o diagndstico diferencial de
schwannoma e de outras neoplasias que se originam das mesmas células migratorias depende
somente de estudos imunoistoquimicos (CHERNIER & DORE, 1999).

Outras alteragdes de necrose, hemorragia e trombos foram abundantes em quase
todos os schwannomas bem como alteracdes vasculares caracterizadas por engrossamento da
parede do vaso, hialinizacdo, dilatagdo de vasos sangiiineos e hemorragias, ao redor de
pequenas veias ou artérias, que sdo comuns nos schwannomas (WOODRUFF et al., 2000).

Os neurofibromas eram compostos por células fusiformes com nucleo ovoéide ou
fusiforme levemente curvado. As células neoplasicas se multiplicavam a partir do perineuro
de axonios que sempre eram presentes. O pleomorfismo nuclear variava de leve a moderado.
Os processos celulares eram finos e as células tumorais envoltas por abundantes fibras
colagenas. O citoplasma era eosinofilico, escasso e indistinto. Os melandcitos, que sdo
freqiientes nessas neoplasias, (WOODRUFF et al., 2002; USHIGONE et al., 1986) estavam

ausentes.



109

O tecido conjuntivo que forma as bainhas dos nervos periféricos ¢ composto por
células de Schwann, células perineurais e fibroblastos além de outros componentes estruturais
(ZAMECNIK & MICHAL, 2001). Dentre esses os fibroblastos estdo presentes no perineuro,
epineuro e endoneuro em quantidades varidveis assumindo varias fungdes como a formagao
de uma barreira sangue-nervo (CAVANAGH, 1990). Devido a sua grande distribui¢do sabe-
se que os fibroblastos acabam constituindo os tumores do SNP como um componente
neoplasico ou ndo (ZAMECNICK & MICHAL, 2001).

O tecido conjuntivo foi mais proeminente nos neurofibromas do que nos
schwannomas. Essa diferenga na quantidade de tecido conjuntivo expresso por cada tumor
pode ser explicada pelos componentes celulares que formam os tumores. Sabe-se que os
schwannomas s3o compostos unicamente por células de Schwann ao contrario dos
neurofibromas que sdo formados por uma grande variedade de tipos celulares incluindo
fibroblastos e células perineurais (HIROSE et al., 1998). O schwannoma com diferenciagdo
Ossea apresentou uma leve coloracdo azul no tecido 6sseo devido a presenca de fibras
colagenas tipo I'V que sdo caracteristicas deste tecido.

O colageno constitui uma familia de proteinas alongadas que formam fibras. A
distribuicdo de cada tipo de coladgeno estd diretamente ligada ao tipo de tecido e a localizagao
anatomica do mesmo. A técnica do Picrosirius (MONTES & JUNQUEIRA, 1991;
JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2000) permitiu qualificar os tipos de coldgeno presentes nas
neoplasias analisadas.

Os schwannomas apresentaram moderada quantidade de fibras colagenas tipo I e
poucas fibras de colageno tipo III. A distribuicdo do coldgeno tipo I nos neurofibromas era
mais intensa e o coldgeno tipo III estava presente em grande quantidade entre as células
tumorais e entre as fibras de colageno tipo I. Acredita-se que a presenca de coldgenos tipo [ e
IIT e a auséncia dos demais tipos de colageno devem-se ao fato de que os colagenos I e III sao
constituintes normais do epineuro ¢ do endoneuro enquanto que as demais fibras coldgenas
sdo ausentes nesses tecidos (MONTES & JUNQUEIRA 1991)

AgNORs sdo segmentos de DNA que transcrevem o RNA ribossomal. O niimero
dessas regides em cada nucleo estd diretamente correlacionado com a atividade celular e,
portanto podem servir como um indicador de potencial maligno de um tumor (KORNEVEY
et al., 2000; RECH et al., 2004; OLIVEIRA et al., 2005). Em nosso estudo tanto os
neurofibromas benignos e malignos quanto os schwannomas benignos e malignos possuiam
uma frequéncia de AgNOR varidvel, devido a sua variavel taxa de proliferacdo celular. Nao

houve diferencas estatisticas significativas entre os tumores benignos ¢ malignos. Achado
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semelhante foi obtido por Chijiwa et al., (2004) utilizando o antigeno nuclear de proliferagdo
celular (PCNA). Esses autores citam que devido a ineficacia dos marcadores de proliferagao
celular nas neoplasias do SNP, devemos levar em conta a taxa de mitose e outros achados
histopatologicos como a celularidade, anisocitose, atipia celular e focos de necrose quando for
necessario analisar o comportamento da neoplasia.

Cavanagh (1990) citou que os mastocitos sdo vistos fisiologicamente nos espacos
endoneurais, € que seu niumero aumenta em qualquer forma de injiria ao SNP, mas a sua
funcdo ainda permanece desconhecida. Os neurofibromas foram caracterizados por uma
concentragdo alta e difusa de mastocitos. Nos schwannomas essa populagdo celular era restrita
a poucas areas, com algumas excegdes. Essa marcada diferenca entre as neoplasias deve-se ao
fato de que os neurofibromas sdo constituidos de tecido endoneural reativo onde os mastdcitos
sdo encontrados normalmente (ISAACSON, 1976; SANGUINETTI et al., 1992).

Embora a origem histoldgica diversa as neoplasias investigadas, schwannomas e
neurofibromas, foram marcadas com o anticorpo anti-vimentina. O S100 também foi positivo
em todos os casos de neurofibromas e schwannomas analisados. Imunoistoquimicamente, os
TSNP sdo geralmente positivos para vimentina e S100, entretanto os tumores anaplasicos e
heterogéneos tendem a ser negativos para o S100. Alguns autores t€ém especulado que a
auséncia da marcagdo para S100 indica carater de malignidade (HIROSE et al., 1998;
KOESTNER & HIGGINS, 2002), mas achado semelhante ndo foi observado em nosso
trabalho. Alguns relatos indicam que a proteina S100 nao deve ser usada como um marcador
especifico para células de Schwann em schwannomas malignos. Em um estudo realizado por
Mark et al. (1989), 60% dos schwannomas ndo foram marcados pela proteina S100, esse
achado ¢ muito semelhante ao de outros estudos imunoistoquimicos envolvendo o uso do
S100 em schwannomas malignos. Isso nos leva a crer que a diferenciagdo dos schwannomas
malignos de outras neoplasias malignas de células fusiformes ndo deve ser limitada somente
ao uso do S100, mas com o uso conjunto de outros marcadores das células de Schwann como,
por exemplo, o GFAP e o LEU 7.

GFAP ¢ o principal componente dos filamentos intermedidrios encontrado nos
astrocitos, mas a sua expressao ndo ¢ restrita a essas células. No presente estudo nos
demonstramos uma alta incidéncia da imunorreatividade a8 GFAP (75%) nos schwannomas e a
auséncia de marcagdo nas células neoplésicas dos neurofibromas, onde somente as células de
Schwann presentes nos fasciculos nervosos estavam marcadas. Achado semelhante foi obtido
por Kawahara et al. (1988) e Mark et al. (1989) que observaram uma marcagao irregular do

GFAP nos TSNP analisados. O significado bioldgico dessa expressao varidvel do GFAP
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ainda nao ¢ claro. Os autores acima observaram que os tumores mais proximos ao SNC
apresentavam marcacao mais acentuada ao contrario daqueles localizados nas extremidades.
Outros achados indicam que a auséncia de imunomarcagdo possa estar correlacionada com o
alto grau de anaplasia celular do tumor.

Esses achados, combinados com informagdes levantadas por outros autores
indicam que a caracterizagdo imunoistoquimica dos tumores de bainha dos NP ¢ dificultada,
pela grande diversidade de expressdes antigénicas das células neoplasicas. Portanto, o
diagnostico imunoistoquimico deve ser estabelecido levando-se em conta o uso de dois ou

mais anticorpos que em conjunto devem ser avaliados para estabelecer a origem do tumor.



6 CONCLUSOES

Os tumores do SNP sdo raros na rotina diagndstica do Laboratério de Patologia
Veterinaria da UFSM. Dados epidemioldgicos conclusivos ficam prejudicados devido

a baixa incidéncia e a caréncia de informagdes sobre os tumores analisados.

Através da técnica histoquimica do Tricromico de Masson constatou-se que os
neurofibromas apresentam maior quantidade de tecido conjuntivo do que os

schwannomas.

O tecido conjuntivo que forma os schwannomas e os neurofibromas ¢ constituido por

fibras colagenas do tipo I e do tipo III.

A técnica de AgNOR ndo foi eficiente como indicador de progndstico, ja que nao

houve diferenca estatistica significativa entre as neoplasias benignas e malignas.
Os mastocitos eram mais prevalentes nos neurofibromas do que nos schwannomas.
A vimentina e a proteina S100 sdo marcadores adequados como auxilires no

diagnostico das neoplasias do SNP. O GFAP deve ser sempre associado a outras

técnicas de diagnostico.
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ANEXOS

ANEXO (A) 1 — Os nervos periféricos e suas alteracbes neoplasicas. Método do
Tricromico de Masson

TRICROMIO DE MASSON (com azul de anilina)

MASSON TRICHROME (with aniline blue)

Cadigo EP-010802

* Quantidade de testes : 60 testes*

* Tempo total do procedimento : 35 minutos

* Validade do produto : ver frasco

* Temperatura de armazenamento : 15 a 25°C (temperatura ambiente)

* Equipamentos complementares : Nao necessita

Aplicacao
M¢étodo recomendado para tecido conjuntivo. Demonstra gametas, nicleos, neurofibrilas,

neuroglia, coldgeno, ceratina, fibrilas intracelulares, imagem negativa do complexo de Golgi.

Principio

Sdo utilizados quatro diferentes corantes: hematoxilina férrica de Weigert para nticleos, acido
picrico para eritrocitos, uma mistura de

corantes acidos (fucsina acida-“vermelho de xilidina”) para citoplasma e azul de anilina para

tecido conjuntivo.

Método

1. Leve as se¢des de tecidos a agua destilada.

2. Coloque na secdo de tecido 10 gotas do reagente A e 10 gotas do reagente B. Deixe agir por
10 minutos.

3. Seque as laminas sem lava-las e coloque na se¢do de tecido 10 gotas do reagente C. Deixe

agir por 4 minutos.
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4. Lave rapidamente as se¢des em agua destilada (3 a 4 segundos) e coloque na se¢ao de
tecido 10 gotas do reagente D. Deixe

agir por 4 minutos.

5. Lave em agua destilada e coloque na se¢ao de tecido 10 gotas do reagente E. Deixe agir por
10 minutos.

6. Seque as laminas sem lava-las e coloque na secdo de tecido 10 gotas do reagente F. Deixe
agir por 5 minutos.

7. Lave em agua destilada e desidrate rapidamente em série de alcool ascendente, pare por 1
minuto no ultimo banho deetanol

absoluto. Limpe com xilol e monte as laminas com ERV-MOUNT.

* Quantidade de teste estimada conforme o tamanho do tecido a ser corado, quanto maior o
tecido maior serd o volume necessario

para realizar a coloragdo e menor serd a quantidade de testes. Veja maiores detalhes no verso

“INSTRUCOES GERAIS”.

Resultados

NUCIEOS € ZAMELAS......eeeuiieeiiieeiiieeiie e ciee ettt e e st e e st e e e sereeeateeesaeeesaeeesaeessseeesseeenseeens preto
Citoplasma, ceratina, fibras musculares, acidOfilo.........cccooviiriiiniiiiiiniiiee vermelho
Colageno, muco, granulos basofilos da hipOfise..........coccveeviieiiieniiiiiiiieeee e azul
Granulos das células delta da hipOfiSe .........cccevvviiriieiiiiiieiceceee e azul
EITEIOCTEOS ¢ ee it eitee ettt et e et e et e e e eae e e et e e essaeessseeessseaensseeensseeesseeesseennns amarelo
Reagentes

A - Hematoxilina férrica de Weigert — solugdo A 30 ml
B - Hematoxilina férrica de Weigert — solucao B 30 ml
C - Solugao alcodlica de acido picrico 30 ml

D - Fucsina ponceau acida segundo Mallory 30 ml

E - Solugao acida fosfomolibdica 30 ml

F - Azul de anilina de Masson 30 ml

Referéncias

Masson PJ. Some histological methods: trichrome stainings and their preliminary technique.
1929 J. Tech. Methods, 12: 75-90.

Lillie RD. Staining of connettive tissue . Arch Pat 1951; 54:220-223.
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Lillie RD. Studies on selective staining of collagen with acid anilin dyes. J Tech Methods
1945; 25: 1-47.

Lillie RD. Further experiments with the Masson trichrome modification of Mallory’s
connective tissue stain. Stain Technol 1940; 15: 82.

Armed Forces Institute of Pathology: Laboratory Methods in histotechnology. Washington
D.C., A.F.I.P., 1994.

INSTRUCOES GERAIS

Para a obtencdo de um melhor resultado da metodologia e uma completa compreensido da

terminologia utilizada, n6s recomendamos as seguintes indicagdes:

Ndamero de testes realizados

O ntimero minimo de testes foi calculado com 10 gotas de reagente de cada kit, que permite
cobrir facilmente se¢des de tecidos médias ou grandes, aconselhamos seguir esta quantidade
de reagentes. Em casos de se¢des pequenas, no entanto, pode-se utilizar menos de 10 gotas,
neste caso ¢ necessario reduzir a quantidade de todos os outros reagentes para evitar

desequilibrios.

Tempo de execugao
O tempo de execug¢do foi calculado somando-se a duracao de todas as etapas do método. Ele

ndo inclui o tempo de desparafinizar, hidratar e desidratar o corte.

Coloracéo final

A metodologia do kit foi padronizada a uma temperatura média de 20°C ¢ em condigdes
normais de trabalho, utilizando-se os produtos indicados nesta literatura. Pode ocorrer uma
pequena variacdo na coloragdo final, devido principalmente a variacio da temperatura,
ocorrendo esta variagdo deve-se alterar o tempo utilizado em cada reagente, com o objetivo de

intensificar ou diminuir a coloragao.

Foto microscépica
Confira no verso da embalagem (caixa) do kit a foto microscépica do tecido, coloragao

sugerida do resultado. Confira também a relacao e fotos dos kits comercializados.

Validade
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Indica o tempo em que produto permanece inalterado a partir de sua fabricagdo, se
armazenado adequadamente. Cada Kit possui uma etiqueta com identificagdo do lote e data de

vencimento.

Equipamento bésico

Todo Kit necessita do seguinte equipamento:

* Cuba de coloragdo horizontal ou uma bandeja de coloragdo horizontal, comercializada pela
Erviegas, codigo ERV-BC24.

* Uma garrafa de lavagem (pulverizador) com agua destilada para as lavagens requeridas na
metodologia de cada kit, ou como alternativa, uma cuba vertical (jarra de Coplin) para as

lavagens por imersdo, comercializada pela Erviegas codigo ERV-JC.

Duas séries de solventes, conforme metodologia de cada kit:

*DESCEDENTE: para desparafinizar e levar os cortes das seg¢des para agua destilada,
composta de: xilol (x2), etanol absoluto (x2), etanol a 95%, etanol a 70% e agua destilada.
*ASCENDENTE: para desidratar e limpar, composta de: etanol a 95%, etanol absoluto (x2) e
xilol (x2).

Aconselhamos o uso do meio de montagem ERV-MOUNT, comercializado pela Erviegas

codigo ERV-MOUNT/500 frasco com 500ml e ERV-MOUNT/100 frasco com 100ml.

Equipamento complementar
Nas literaturas de cada kit constam os equipamentos complementares que podem ser
necessarios, ¢ que ndo constam no Kit, mas que estdo normalmente presentes em qualquer

laboratorio.

Fixac&o e meios de inclusdo

Os tempos dos métodos dos kits foram determinados a partir de cortes histologicos de
fragmentos fixados em formol tamponado com pH 7 com tampdo fosfato e inclusos em
parafina. A utilizagdo de outros fixados nas praticas histologicas comuns (piocromoformol de
Bouin, B5) pode ser vantajosa em alguns métodos (por exemplo para os tricromeros), mas nao

sdo aconselhadas para outros métodos.

Garantia Erviegas
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A Erviegas garante o funcionamento do produto conforme especificado nesta literatura. Para
maiores informacdes sobre o produto ou detalhes sobre outras técnicas e produtos acesse

nosso site www.erviegas.com.br.
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ANEXO (B) 2 — Os nervos periféricos e suas alteracdes neoplésicas Técnica do
Picrosirius red (Sirius Red)

Solucéo de Sirius Red para uso:

Agua Destilada..........cooooueueeeeeeeeeeeeeeeenn 100ml
Sirius Red.....covevieniiiiiiiiicececcecece 0,1g
Acido Picrico........ccoveeveveeunnnn. até saturar (1 a2 g)

Procedimento:

1. Desparafinizar as laminas até a 4gua destilada

2. Submeter as laminas a solugdo de Sirius Red por 40 min.

3. Lavar em agua destilada

4. Contracorar com hematoxilina por 1 a 2 min.

5. Lavar em agua corrente

6. Desidrate, clarifique e monte a lamina usando resina sintética.
Resultado:

Sob a luz polarizada o coldgeno tipo I se apresenta como fibras grossas,
birrefringentes na cor amarela ou vermelha, o coldgeno tipo IIl aparece em feixes finos
pouco refringentes de cor esverdeada. O colageno tipo II assume um padrio frouxo de
colageno demonstrando uma fraca birrefringéncia de cores variadas. Microfibrilas finas

amorfas fracamente birrefringentes nas laminas basais sdo caracteristicas do colageno tipo I'V.
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ANEXO (C) 3 - Os nervos periféricos e suas alteracdes neoplasicas. Técnica de AGQNOR

Solucoes:
Nitrato de Prata 50%
Nitrato de Prata.........ccoeoeevieeiiieniiiiieieee, 50g
Agua Deionizada.............cocooveeeveeereennnn. 100ml
Solucdo de Gelatina
Gelatina.........ccoeeeceveeciieeieeee e 2g
Acido FOIMICO.......vveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeenn. Iml
Agua Deionizada.............ccocooeveeeeeeereeenn, 100ml
Solucdo de Trabalho
Nitrato de Prata........c.cccccvveevveeeieenee. 8ml (2 partes)
Solugao de Gelatina...........ccccceeveenenn. 4ml (1 parte)

Misture a solugdo acima imediatamente antes do uso. O volume da solugdo de
trabalho usada depende do numero de laminas a serem coradas. Este volume é adequado para
corara aproximadamente 5 laminas (em caixinha pléstica para guardar laminas). Tempo: 1
hora.

Procedimento:
1. Desparafine e hidrate as 1aminas em adgua deionizada (somente para bidpsias)
2. Neste ponto comega o procedimento para esfregagos
3. Coloque as laminas na solu¢do de trabalho em uma caixinha plastica por 45 min em
temperatura ambiente.
4. Lave as laminas em 4gua deionizada por 1 min
5. Opcional: contracorar com amarelo de metila por 3 min
6. Desidrate, clarifique e monte a lamina usando resina sintética
Para esfregacos:
1. Deixe as laminas em temperatura ambiente
2. Secar ao ar
3. Fixar em acetona por 10 min
4. Secar novamente
5. Comecar no passo 3 da técnica acima
Resultados: Locais AgNOR — Pontos pretos intranucleares

Fundo — Amarelo palido



APENDICE

APENDICE (A) 1 - Os nervos periféricos e suas alteracdes neoplasicas. Protocolo de
imunoistoquimica (IHQ) para vimentina, S100 e GFAP.

1) Preparacao das laminas

- Corte histolégico de 3 um em lamina silanizada

2) Protocolo de IHQ

- Xilol por 30 min (na estufa 60 °C)

- Xilol (frio) por 5 min

- Alcool absoluto por 1 min

- Alcool absoluto por 30 seg

- Alcool 96° GL por 30 seg

- Alcool 70° GL por 1 min

- Agua corrente por 3 min

- Agua destilada por 1 min

- Peroxido de hidrogénio a 3% (10 volumes) — 2 vezes de 10 min (pingar sobre os cortes
individualmente)

- Lavar em agua corrente por 10 min

- Agua destilada por 1 min

- Lavar em 4gua destilada em 2 vezes por 5 min

- Levar ao microondas no tampao TRIS-EDTA (pH 9,0) — 4 vezes por 2,5 minutos
(preenchendo o recipiente quando necessario)

- Deixar esfriar em temperatura ambiente

- Agua corrente por 5 min; agua destilada por 1 min

- Clara de ovo (1 clara em 100 ml de 4gua) em agua destilada por 15 min

- Agua corrente por 5 min; 4gua destilada por 1 min

- Leite em p6 desnatado a 5% em PBS por 20 min
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- Agua corrente por 3 min; 4gua destilada por 1 min

- PBS por 5 min

- Anticorpo primario: - pingar o Ac diluido em diluente de anticorpo sobre os cortes

Diluigao:

* Anticorpo primario Anti-Vimentina 1:100

* Anticorpo Primario Anti S100 1:400

* Anticorpo Primario GFAP 1:100

- Incubar “overnight” em cdmara imida

- Lavar em PBS - 2 vezes de 5 min (cada)

- LSAB (Ac secundario e biotina): - pingar gotas amarelas na quantidade suficiente para
cobrir o corte

- Incubar por 30-35 min a 25° C (temperatura ambiente)

- Lavar o excesso com PBS

- Mergulhar em PBS por 2 vezes de 5 min (trocando o PBS)

- LSAB (estreptavidina - peroxidase): pingar gotas vermelhas em quantidade suficiente para
cobrir o corte

- Incubar por 30-35 min a 25° C (temperatura ambiente)

- Lavar o excesso em PBS

- Mergulhar em PBS — por 2 vezes de 5 min (trocando o PBS)

- DAB — diluido conforme as indicagdes do fabricante (pingar quantidade suficiente para
cobrir os cortes) - tempo 2 minutos

- Parar a reacdo em agua destilada

- Agua corrente por 3 min

- Contracorar com Hematoxilina de Harris por 1 min

- Agua corrente por 5 min

- Alcool absoluto rapido

- Alcool absoluto por 2 vezes de 1 min

- Xilol 1 (lavar bem)

- Xilol 2

- Montagem em laminula com Entellan



Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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