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RESUMO

A Neurofibromatose (NF), € uma anormalidade neuroectodérmica
constituida por um conjunto de condi¢cbes com manifestacbes clinicas que
comprometem principalmente a pele, olhos, 0ssos, sistema nervoso e,
eventualmente, com repercussdes aos outros orgdos internos. Seu padréo de
heranca € autossdmica dominante e tem sido considerada uma das mais
freqiente na espécie humana com penetrancia elevada e expressividade
variavel.

No presente trabalho, estudou-se 0s aspectos genético-clinicos,
realizou-se a avaliacdo quantitativa dos mastdcitos e da matriz extracelular em
neurofibromas de um grupo de 30 pacientes diagnosticados como NF-1 e
comparou-se com o grupo controle constituido de 10 individuos normais.

A avaliacdo geneético-clinica confirmou o diagnostico de NF-1 em todos
0s pacientes. As caracteristicas principais ou “major” foram os neurofibromas,
MCCL, nodulo de Lisch e sardas axilares ou inguinais. Os neurofibromas
multiplos e os nodulos de Lisch foram considerados exclusivos de NF-1. A
macrocefalia, quando isoladamente, ndo demonstrou ser suficiente para o
diagnostico de NF1 e as outras caracteristicas foram consideradas como

complicacgoes.



Em material obtido de biopsias de pele normal e de neurofibromas
desses pacientes, realizou-se 10 cortes histologicos os quais foram submetidos
as técnicas de coloracdo pela hematoxilina-eosina, tricromio de gomori,
tricrdmio do pricrosirius-hematoxilina, impregnacéo pela prata e hematoxilina-
férrica para a avaliagdo dos componentes da matriz extracelular e pela
coloracdo com o azul de toluidina para a contagem de mastocitos. Houve
diferenca significativa no numero dos mastocitos que  encontraram-se
aumentados e, quanto a matriz extracelular, apresentou-se alterada em
comparacdo com a pele normal pela alta celularidade associada a elevada
densidade dos componentes fibrosos, particularmente do colageno tipo llI,
com escassez ou quase auséncia de substancia fundamental amorfa e auséncia
de material elastico. Tais achados parecem ter um papel significativo na

formacdo dos neurofibromas e podem colaborar na terapéutica da NF.



SUMMARY

Neurofibromatosis (NF) is a neuroectodermal abnormality composed
of a set of conditions having clinical manifestations which mainly affect the
skin, eyes, bones, nervous system and eventually have repercussions on other
internal organs. Its inheritance pattern is normally autosomally dominant and
it has been considered one of the most frequent genetic diseases in the human
race with a high penetration and variable expressiveness.

This work studies the genetical-clinical aspects, makes a quantitative
evaluation of the mastocytes and the extracellular matrix in neurofibromas in
a group of thirty patients diagnosed with NF-1 and makes a comparison with
a control group of ten normal individuals.

The genetical-clinical evaluation confirmed the diagnosis of type 1 NF
(NF-1) in all the patients. The main characteristics were neurofibromas, café-
au-lait spots (CLS), Lisch nodules and axial or inguinal freckles. The multiple
neurofibromas and Lisch nodules were considered to be exclusive to NF-1.
Macrocephaly, in isolation, was not sufficient for the diagnosis of NF-1 and
the other characteristics observed were considered complications.

With the tissue from biopsies of both normal skin and neurofibromas

of these patients, ten histologic sections were obtained. These were stained



using hematoxylin-eosine, Gémori trichrome, pricrosirius-hematoxylin, silver
and iron-hematoxylin impregnation to evaluate the components of the extra-
cellular matrix and staining using Toluidine blue to count the mastocytes.
There was a significant increase in the number of mastocytes and the
extracellular matrix was altered compared to the normal skin. This alteration
was seen by the high cellularity associated with an increased density of
fibrous components, specifically collagen type 111, the scarcity or almost non-
existence of amorphous fundamental substance and the lack of elastic tissue.
These findings seem to have an important role in the formation of

neurofibromas and can help in the treatment of NF.
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1.1. ORIGEM DESSE ESTUDO E ESCOLHA DO TEMA

Desde os primérdios da Faculdade de Medicina de S&o José do Rio
Preto-SP, quando ainda atendiamos, juntamente com o0s alunos nos
ambulatérios de dermatologia da Santa Casa de Misericordia, gracas a
atencdo com que 0s pacientes eram recebidos, iniciou-se um grande fluxo
assistencial e docencial. Especificamente e pelos mesmos motivos, grande era
0 numero de portadores de neurofibromatose (NF), o que possibilitou um
maior vinculo meédico e afetivo com todos eles. Com a construcdo dos
ambulatérios do Hospital de Base, os atendimentos foram para la transferidos
e continuaram em um volume crescente, 0 que propiciou, em conjunto com 0s
profissionais das outras especialidades, a criacédo e a oficializacdo do CEPAN
(Centro de Pesquisa e Atendimento da Neurofibromatose). O CEPAN, além
de ser uma referéncia nesse tipo de atendimento, também motivou varias
dissertacOes de mestrado e teses de doutorado, inclusive essa.

Em relacdo aos nossos pacientes portadores de NF, devido a esse

Antonio, Jodo Roberto. Neurofibromatose: estudo genético-clinico, avaliagdo quantitativa dos mastdcitos e
dos componentes da matriz extracelular em neurofibromas.



Introdugdo - 3

apoio recebido, muitos deles passaram a demonstrar uma aceitagdo e um certo
conformismo perante essa condi¢do patologica. Algumas mulheres de nossa
casuistica contrairam matrimonios e tiveram uma prole, eventualmente
numerosa. Suas preocupacdes maiores recairam, desse modo, na possibilidade
de seus filhos apresentarem esta enfermidade, hereditariamente, o que ocorreu
em muitos, possibilitando-me acompanha-los desde o nascimento até a
maturidade.

Por essas razdes, cientificas em meus estudos e observacOes, e
humanisticas nos atendimentos, dediquei um carinho especial a esses
pacientes com o intuito de alivia-los de seus sofrimentos, consola-los em seus
desesperos, ou ensina-los a aprender a conviver com a enfermidade, mesmo
sabendo da impossibilidade de cura-los.

Assim, 0 motivo da escolha desse tema para minha tese foi movido
por esse sentimento e pelo objetivo de abrir perspectivas futuras que possam
contribuir, de alguma forma, para uma melhor qualidade de vida desses
pacientes,muitos dos quais vi nascer, acompanhando-os pelas sendas da vida
nesses 35 anos de exercicio profissional, oferecendo-lhes o melhor de mim,
agindo com simpatia e serenidade, procurando compreender cada um deles
em seus aspectos biopsicossociais, numa tarefa dificil ao presenciar 0s

incontaveis problemas trazidos porém gratificantes com os bons resultados

Antonio, Jodo Roberto. Neurofibromatose: estudo genético-clinico, avaliagdo quantitativa dos mastdcitos e
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muitas vezes obtidos.

A todos eles, 0 meu mais profundo respeito pelo que o destino Ihes
deu e pelo que a medicina ainda ndo lhes pode dar.

Em funcdo desse trabalho, que iniciei concomitante com minha
carreira  profissional, fui coletando dados sobre a histéria da

neurofibromatose, os quais estdo em anexo a essa tese (anexos 1 e 2).

1.2. CARACTERISTICAS GERAIS E ASPECTOS GENETICOS

A neurofibromatose (NF), doenca descrita em 1882 por Friedrich
Daniel von Recklinghausen (CRUMP, 1981), é uma anormalidade
neuroectodérmica, constituida por um conjunto de condi¢cbes com
manifestacdes clinicas que comprometem principalmente a pele, olhos, 0ssos,
sistema nervoso (ROOQOS, 1992) e, eventualmente, com repercussfes aos
outros érgaos internos. O quadro clinico manifesta-se sob diversas formas em
cada paciente, existindo uma consideravel variacdo da enfermidade dentro de
uma mesma familia. E uma das entidades com padrdo de heranca autossémica
dominante mais fregliente na espécie humana, com incidéncia estimada em

um caso em cada 3.000 habitantes (McKUSIK, 1992) e atinge todas as racas

Antonio, Jodo Roberto. Neurofibromatose: estudo genético-clinico, avaliagdo quantitativa dos mastdcitos e
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(RICCARDI, 1992). Acredita-se que pelo menos um milhdo de pessoas em
todo o mundo sejam portadoras de NF (RICCARDI, 1989; PULST, 1990).

A NF é uma doenca autossémica dominante, com alta penetrancia e
expressividade variavel e, segundo estatisticas internacionais (MULVIHILL
et al., 1990; RICARDI, 1991; ROQS, 1992), aproximadamente metade dos
casos possuem historia familiar, enquanto que a outra metade dos casos
descritos surgiram como mutacdes espontaneas (CROWE et al., 1956).

A penetrancia do gene da Neurofibromatose tipo-1 (NF-1) € completa,
ou seja, sua capacidade de expressdo, quando presente, tem sido estimada em
100% (SAMUELSON & AXELSON, 1981; RITTER & RICARDI, 1985;
RICARDI & LEWIS, 1988).

O gene da NF-1 foi identificado na banda 11.2 do bragco longo do
cromossomo 17 e o gene da NF-2 no centro do braco longo do cromossomo
22, por mapeamento genético obtido com determinados marcadores.

Além de confirmar que os dois tipos de neurofibromatose sdo
entidades distintas, 0 mapeamento € o primeiro passo para se compreender a
sua patogénese, permitir o diagndstico pré-natal e pré-sintomatico e colaborar
no prognastico.

Na NF-1, o indice de mutacdo é extremamente alto, sendo que pelo

menos metade dos casos € resultante de mutagdes novas.
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Quanto a expressividade e a heterogeneidade nesta doenca, em artigo
de revisdo sobre avaliacdo genético-clinica em NF, GOLONI-BERTOLLO,
ANTONIO E VARELLA-GARCIA (1994) (trabalho original em anexo 3)
destacaram que o termo expressividade refere-se a variabilidade de sinais
fisicos ou clinicos associados a um dado gene. A NF é uma das melhores
doencas para exemplificar tal fendOmeno, pois expressa alta variabilidade,
mesmo intrafamilial: um paciente gravemente afetado pode ter descendentes
levemente afetados e vice-versa. Alguns pacientes podem apresentar formas
suaves das caracteristicas, ou seja, uma expressividade tdo leve da doenca que
o0 diagnostico fica extremamente dificultado. Desse modo, em alguns casos, 0
diagndstico pode até nem ser feito e, portanto, o individuo acaba tendo sua
prole sem saber 0s riscos que esta correndo.

Ha pelo menos trés niveis de variacdo em NF: a expressividade
temporal, por tratar-se de entidade na qual as caracteristicas clinicas sédo
progressivas; a expressividade individual, por ser a NF altamente variavel em
suas manifestacdes de um individuo para outro; a heterogeneidade genética ou
fisiopatoldgica, em funcdo de extensas diferencas entre as manifestacfes de

alguns pacientes ou familiares.

Antonio, Jodo Roberto. Neurofibromatose: estudo genético-clinico, avaliagdo quantitativa dos mastdcitos e
dos componentes da matriz extracelular em neurofibromas.



Introdugdo - 7

Assim sendo, é muito importante a tentativa de um diagndstico mais
especifico em diferentes tipos, que compreendam categorias com
caracteristicas genético-clinicas semelhantes.

O gene da NF-1 foi primeiramente mapeado na regido
pericentromérica do cromossomo 17 (BARKER et al., 1987). Foi também
detectada ligacdo do gene NF-1 com diversos marcadores moleculares do
cromossomo 17 em um grande numero de familias afetadas (DIEHL et al.,
1987; FAIN et al., 1987; PERICAK-VANCE et al., 1987; STEPHEM et al.,
1987; RODENHISER et al., 1991), e o0 gene da NF-1 foi entdo localizado no
braco longo do cromossomo 17. Posteriormente, alem de confirmarem sua
localizacdo, esses estudos facilitaram o isolamento, clonagem e a
caracterizacdo do gene (CAWTHON et al., 1990, VISKOCHIL et al., 1990 e
WALLACE et al., 1990).

Estudos mais especificos mapearam mais precisamente o gene NF-1
em 179.11.2 (SKOLNICK et al., 1987; SCHMIDT et al., 1987; DIEHL et al.,
1989; FONTAIN et al., 1989; O'CONNEL et al., 1989; STEPHENS et al.,
1989; COLLINS et al., 1989a, 1989b). O gene da NF-1 possui grandes
proporcdes, com 350 kb e 60 exons.

Transcrig0es do gene na NF1 sdo encontradas nos diversos tecidos

humanos (WHITE et al., 1991). O produto protéico desse gene, denominado

Antonio, Jodo Roberto. Neurofibromatose: estudo genético-clinico, avaliagdo quantitativa dos mastdcitos e
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neurofibromina, € abundante no tecido cerebral (GUTMANN & COLLINS,
1993). A precisa acdo da neurofibromina ainda ndo foi estabelecida,
entretanto, sua associagdo com microtdbulos citoplasmaticos sugere um
possivel papel na indicacdo de transducdo (GREGORY et al., 1993). Uma
pequena porcdo do gene NF1 é semelhante ao gene que codifica a proteina
ativadora da guanosina-trifosfato dos mamiferos, que inativa a proteina proto-
oncogénica-ras (DE CLUE et al., 1992). Isso tem sido usado para propor que
a funcdo do gene NF1 poderia estar primariamente relacionada a baixa
regulacdo do ras, resultando em ndo-supressdo da proliferacdo celular
(GUTMANN & COLLINS, 1993; DE CLUE et al., 1992; SHANNON et al.,
1994).

Em outra forma de neurofibromatose, a designada NF-2, o primeiro
resultado de pesquisas para localizacdo do gene NF-2 ndo foi obtido por
analises de ligacdo genética, mas por estudos citogenéticos de tumores
apresentados por pacientes com NF-2, nos quais foram descobertas diferencas
especificas do cromossomo 22 (SEIZINGER et al., 1986; BARKER et al.,
1987; SEIZINGER et al., 1987). Entretanto, a confirmacéo da localizacdo do
gene NF-2 no cromossomo 22 s6 pode ser obtida apos andlises de ligacédo

genética.
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Os resultados dos estudos de ROULEAU et al. (1987, 1990)
sugeriram que 0 gene esta localizado em 22¢.11.1 ¢.13.1 e os estudos de
WOLF et al. (1992) localizaram o gene NF-2 na banda ¢.12 do cromossomo
22. Presume-se que ele atua como um gene supressor do desenvolvimento dos
neurofibromas.

A estrutura do produto proteico do gene NF2, denominado merlina, é
semelhante ao grupo das proteinas com ligagdes aos componentes do
citoesqueleto (TROFFATTER et al., 1993). Entretanto, o papel da merlina na

supressao tumoral ainda é obscuro (TROFFATTER et al., 1993).

1.3. QUADRO CLINICO

Os sinais clinicos encontrados na NF podem ser resumidos do
seguinte modo: na pele, os neurofibromas, manchas café com leite (MCCL) e
sardas axilares; nos olhos, os nédulos de Lisch e gliomas 6ticos; no sistema
nervoso central, os defeitos vasculares, tumores cerebrais, macrocefalia e as
consequentes dificuldade de aprendizagem, retardo mental, cefaléia e
epilepsia. Nos 0ss0s, a escoliose, peito escavado, tumores para-espinhais,

pseudo-artrose, geno-valgo e geno-varo e, finalmente, os outros sinais como
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0s problemas da fala, puberdade precoce ou atrasada, hipertensdo arterial,
neurofibromas intestinais e disturbios da funcdo ocasionados por
neurofibromas plexiformes.

Os Critérios Clinicos para o Diagnostico da NF foram estabelecidos
de uma forma mais completa em 1987, por ocasido da “National Institute Of
Health Conference” em Bethesda, EUA, (NIH, 1988; NIIMURA, 1993). As
conclusdes a respeito estabeleceram que, para o diagnostico da NF em sua
forma cléssica, € necessario a presenca de pelo menos duas ou mais das
seguintes caracteristicas: seis ou mais MCCL, dois ou mais neurofibromas,
pelo menos um neurofiboroma plexiforme, sardas nas regiGes axilares e
inguinais, glioma optico, dois ou mais hamartomas de iris (ndédulos de Lisch),
uma lesdo Ossea caracteristica e recorréncia familiar com pelo menos um
parente de primeiro grau.

As manifestacdes dermatoldgicas da NF, classicamente, caracterizam-
se pela presenca clinica de neurofibromas e MCCL distribuidas de maneira

variavel pelo tegumento cutaneo (figura 1).
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Figura 1. MCCL e neurofibromas caracteristicos da NF.
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As MCCL sdo méaculas acastanhadas que ocorrem em quase todos 0s
pacientes com NF, freglientemente precedem os tumores cutaneos e podem
estar presentes ao nascimento (figura 2), ou aparecerem mais tardiamente,
aumentando em numero e tamanho durante a primeira década de vida,
especialmente nos primeiros dois anos (RICCARDI, 1981a; 1981b).

Embora umas poucas MCCL estejam presentes em pessoas sem NF, a
presenca de mais de seis manchas e acima de 1,5 cm de didmetro € indicadora
desta doenca (CROWE & SCHULL, 1953), como também a sua presenca nas
regides axilares, constituindo as chamadas sardas axilares, consideradas
patognomonicas dessa doenca (figura 3).

Um outro tipo de mancha hiperpigmentada ocorre sobre toda a
extensdo dos neurofibromas plexiformes, que apresentam coloragbes mais

escuras que as MCCL (RICCARDI, 1980, 1981) (figura 4).
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Figura 2. MCCL presentes desde o nascimento.
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Figura 3. MCCL , sardas axilares e neurofibromas.
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Figura4. A e B. Neurofibroma plexiforme com hiperpigmentagédo na regido
cervical estendendo-se a parte superior do térax,
conferindo assimetria regional. MCCL no tronco.
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Histopatologicamente, as MCCL sdo compostas de melandcitos
densamente pigmentados. Nenhum quadro microscépico identifica as MCCL
da NF (RICCARDI, 1981a). Determinacdo quantitativa de macroglébulos
melanicos pela microscopia eletronica foli proposta como um teste
significativo (SLATER, 1986), porém ndo foi confirmada sua utilidade
diagnostica em estudos subsequientes (MIHARA et al., 1992; BOUSEMA et
al., 1989). Mais recentemente, um aumento no numero de terminacdes
nervosas tem sido demonstrado em MCCL (BOUSEMA et al., 1989).

Em adultos, o diagnostico dermatoldégico pode ser feito com
freqliéncia somente com os dados clinicos. Os neurofibromas, solitarios ou
multiplos, sdo tumores de consisténcia macia, semi-globosos ou pediculados,
da cor da pele ou violaceos, que variam tanto em ndmero - podendo ser
escassos e Unicos ou cobrir o corpo por completo (figuras 5 A, B, C, D e E),
quanto em tamanho - desde punctiformes até massas de 5 ou mais centimetros
de diametro (figura 6 A e B). Em geral, sdo assintomaticos, entretanto

podem ser pruriginosos, dolorosos e sensiveis ao tato.
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Figura 5. A. Neurofibromas escassos e isolados.
B. Neurofibromas cobrindo o corpo por completo.
C. Neurofibromas de diversos tamanhos.

D e E. Neurofiboromas de véarios tamanhos em distribuicéo
universal.
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Figuras 6. A e B . Neurofibromas em distribuicdo universal e um plexiforme
gigante em regido sacral, cobrindo as nadegas.
C, D e E. Predominancia de neurofibromas em diversos tamanhos,
distribuidos pelo corpo todo inclusive palmas das méos (6 C) e
sem a presenca de sardas axilares (6 E).
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Os neurofibromas sdo tumores displasicos, de textura amolecida,
derivados das células de Schwann, que se localizam ao longo dos nervos
principalmente nos tecidos subcutéaneos (figura 7).

Apesar de serem tumores benignos, podem comprometer fungoes
vitais como a viséo e audi¢cdo (RICCARDI, 1981c; JONES, 1988).

Em certos casos, os neurofibromas acompanham todo o trajeto de um
nervo atingindo grandes extensfes, sendo denominados neurofibromas
plexiformes (RICCARDI, 1981c; ALOI e MASSOBRIO, 1989) (figura 8).

Assim considera-se que existem quatro tipos de neurofibromas
(RICCARDI, 1992): neurofibromas cutaneos-superficiais, moles e botonosos
(figura 9); neurofibromas subcutaneos - mais profundos, na derme adjacente
aos nervos subcutaneos com envolvimento direto das raizes e trajetos dos
nervos (figura7), e que frequentemente acompanham-se de dores localizadas;
neurofibromas nodulares plexiformes - formam extensa rede no subcutaneo
(figura 8) e neurofibromas plexiformes difusos - comprometem todas as
camadas da pele, podendo penetrar profundamente nos musculos (figura 10)

atingir os 0ssos e, conforme a localizacdo, as visceras também.
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Figura 7. A. Nodulos subcutaneos nos espacos intercostais, delimitados pela
palpacdo e marcacdo com tinta preta.
B. Visualizagdo macroscopica desses nodulos subcutaneos no
trajeto do nervo retirado cirurgicamente.

Figura 8. Neurofibroma plexiforme.
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Figura9. A. Neurofibromas cutaneos-superficiais, moles e botonosos.
B. Neurofibromas supra-mamilares.

Figura 10. A. Neurofibroma plexiforme comprometendo a perna esquerda.
B. Neurofibroma plexiforme invadindo todas as camadas da
pele, viséo lateral.
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Das manifestacbes oftalmologicas, a mais importante € o nddulo de
Lisch, descrito em 1937 por K. Lisch, e que merecidamente recebeu o seu
nome. Caracteristicamente  numerosos, sdo lesbes de natureza
hamartomatosas, tipo elevacdes, de aspecto gelatinoso na superficie da iris e
de formas arredondadas, variando em coloragdo de transparente ao amarelo
ou marrom, bilaterais e bem definidos (LEWIS & RICCARDI, 1981; PERRY
e FONT, 1982; BROWNSTEIN & LITTLE, 1983). A presenca de nédulos de
Lisch mdaltiplos € uma caracteristica que parece ser exclusiva da NF
(RICCARDI, 1981b; LUBS et al.,, 1991; GARRETO et al., 1989). Sao

assintomaticos e tém somente significado diagnostico (figura 11).
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Figura 11. Noddulos de Lisch na superficie da iris (setas).
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Quanto a macrocefalia, GORDON (1966) observou que, na maioria
das criancas estudadas com NF, ocorreram a macrocrania e a macrocefalia.
Os exames de tomografia computadorizada apresentaram-se normais, 0 que
sugere um aumento do tamanho do encéfalo proporcional ao tamanho
craniano (HOLT e KUHNS, 1976). No que se refere a baixa estatura, ela
ocorre pelas alteragbes no desenvolvimento (disturbio do crescimento) e nas
estruturas 6sseas, sendo que a escoliose € observada em quase metade dos
pacientes e geralmente acomete a coluna dorsal inferior e, comumente,
apresenta uma angulacdo pronunciada que pode vir acompanhada de cifose,
especialmente mais pronunciada na coluna cervical.

Das complicacOes 0sseas, as mais apontadas na NF incluem escoliose,
cifose, cifoescoliose e anomalias da coluna cervical. (figura 12).

A pseudoartrose dos o0ssos longos, proliferacdo 6Ossea subperiostal,
neoplasias Gsseas e meningocele intratoracica também ocorrem, sendo as
deformidades de coluna e a pseudoartrose da tibia os achados mais frequentes.
Baixa estatura, peito escavado e geno valgo e varo sdo também descritos. A
escoliose ocorre em quase metade dos pacientes, geralmente acomete a coluna
dorsal inferior, comumente apresenta uma angulacao pronunciada e pode vir
acompanhada de cifose, especialmente mais pronunciada na coluna cervical

(figura 13).
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Figura 12: Escoliose na parte inferior da coluna vertebral e MCCL na pele.

Antonio, Jodo Roberto. Neurofibromatose: estudo genético-clinico, avaliagdo quantitativa dos mastdcitos e
dos componentes da matriz extracelular em neurofibromas.



Introdugdo - 26

Figura 13: A. Deformidade da caixa tordcica por comprometimento da

coluna vertebral.
B. Aspecto radiologico da angulacdo pronunciada da coluna

vertebral.
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A erosdo dos corpos vertebrais e aumento dos foramens
intervertebrais, encontrados em pacientes com NF, devem-se quase sempre ao
aparecimento de cistos ou a dilatacdo dos condutos raquideo, e ndo por
neurofibromas locais (SALERNO & EDEIKEN, 1970).

As meningoceles intratoracicas, descritas em pacientes com NF,
geralmente sdo assintomaticas e podem apresentar massas mediastinais
posteriores na radiografia do tdérax, que muitas vezes sdo erroneamente
interpretadas como neurofiboromas (SENGPEL et al., 1968). Sao
freqlientemente encontradas no cranio lesbes Osseas radioluscentes,
arredondadas e irregulares mais comumente vistas junto as suturas
lambdoides esquerdas (HANDA et al., 1975).

As alteraces em outros 0ssos ocorrem em menos de 10% dos casos.
Essas alteracdes sdo as erosdes do periosteo por neurofibromas ou em tecidos
moles adjacentes, lesdes cisticas solitarias ou multiplas dentro do osso (figura
14), transtornos do crescimento tipo baixa estatura ou, inclusive, gigantismo,
aumento estriado da densidade dos 0ssos tubulares, afilamento e arqueamento
das costelas e dos ossos longos, podendo ocorrer multiplas fraturas
incompletas e pseudoartrose. A pseudoartrose consiste em uma complicacéo

da NF, que pode ocorrer como entidade nosoldgica a parte (PITT et al.,
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1972). Metade dos pacientes com pseudoartrose manifestam outros sinais de
NF (AEGERTER & KIRKPATRICK, 1964).

As alteracGes do crescimento 6sseo, em particular dos 0ssos tubulares,
sdo outras manifestacbes da NF. Em geral, 0 0sso aumenta de comprimento e
didmetro. A hipertrofia pode acontecer em um ou em todos 0s 0ssos de uma
extremidade junto com a hipertrofia dos tecidos moles (MOORE, 1941).

Entretanto, € possivel que ndo haja neurofibroma localizado na coluna
vertebral. A escoliose cervical € um achado freqtiente na NF, que se combina
com escavacao anterior e posterior dos corpos vertebrais.

A malignizacdo € a complicagio mais seria na NF pelo
desenvolvimento das neoplasias malignas (HOPE & MULVIHILL, 1981;
BADER, 1986; MOSSO et al, 1987), sendo a mais comum o
neurofibrossarcoma ou schwannoma maligno (NEVILLE et al., 1991) (figura
15).

Quanto a classificacdo da NF, RICCARDI (1982) classificou-a em
oito tipos, cujas designacdes, caracteristicas clinicas e padrdes de heranca

estdo relacionados na tabela 1.
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Figura 14.

MCCL na pele e alteracdes 0sseas da caixa toracica.
Comprometimento radioldgico do esterno e do Umero.
Detalhe radiologico das lesdes cisticas no interior do imero.
Lesdo cistica no interior da fibula.

oCoOw»
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Figura 15. A. Neurofibrossarcoma ou schwannoma maligno em nadega e
membro inferior esquerdo.

B. Neurofibrossarcoma ou schwannoma maligno
comprometendo nadega e membro inferior esquerdo (vista
dorsal).
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Tabela 1. Classificacdo da Neurofibromatose (RICCARDI, 1982).

Tipo Padréo de Caracteristicas Clinicas
Heranca

Neurofibromatose (NF1) AD MCCL, neurofibromas, nodulos
de Lisch, sardas axilares,
alteracGes 0sseas e neurologicas,
neoplasias benignas e malignas

Acustica (NF2) AD Neuromas acusticos bilaterais,
poucas MCCL e neurofibromas

Mista (NF3) AD combinacdode le 2

Variante (NF4) desconhecido  variagdes nas MCCL,
neurofibromas, neoplasias do
SNC, nodulos de Lisch

Segmental (NF5) ndo herdavel  neurofibromas segmentares e/ou
MCCL

MCCL Familial (NF6) desconhecido  MCCL

Inicio Tardio (NF7) desconhecido  apds a terceira década de vida,

N&o Especificada (NF8) desconhecido

neurofibromas, poucas MCCL

sinais variaveis

AD=autossdomico dominante; MCCL=manchas café com leite.

Pouco depois, CAREY et al. (1986) propuseram que a NF fosse

classificada em apenas cinco tipos, com base nas caracteristicas clinicas

distintas e nas implicacdes genéticas do paciente assim resumidas: NF1 —

classica, NF2 - acustica, NF3 - segmentar, NF4 - MCCL familial e NF5 - NF

com fenotipo Noonan. Esse altimo tipo tem sido diagnosticado por varios
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pesquisadores (MENDEZ, 1985; KAPLAN & ROSENBLATT, 1985;
MEINICKE, 1987). Os afetados por esse tipo de NF apresentam algumas das
caracteristicas comuns a NF classica, como neurofibromas, MCCL, sardas
axilares e nodulos de Lisch, e algumas das caracteristicas presentes na
sindrome de Noonan como ptose palpebral, hipoplasia malar, fissuras
palpebrais para baixo, hipertelorismo ocular, pescoco curto, implantacdo
baixa de cabelos na nuca, baixa estatura, cardiopatias, retardo mental e
hipotonia. Esse quadro sugere um novo tipo de NF, que foi denominado NF
com fenétipo Noonan.

O tipo mais comum é o NF1 (CRUMP, 1981), e justifica mais de 90%
de todos os casos, anteriormente conhecido como Doenca de von
Recklinghausen, ou também NF periférica ou NF "usual™.

A NF1 corresponde ao tipo que nos referimos no presente trabalho, é
autossomica dominante, afetando aproximadamente 1 em cada 4.000 pessoas.
Suas caracteristicas sdo as manchas "cafe com leite", neurofibromas multiplos
e nodulos de Lisch.

A anélise da literatura e de nossa casuistica (GOLONI-BERTOLO
et al., 1994) levaram-nos a sugerir e publicar que deveriam ser considerados

apenas trés tipos:NF-1 ou classica ou principal, NF-2 ou acUstica e NF
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Atipicas, incluindo todas as outras formas, também considerado por HUSON
(1994).

As manifestagdes clinicas da neurofibromatose foram classificadas
por HUSON (1994) em "major", "minor" e complicacfes associadas.

As "major" sdo especificas de NF, aparecem na grande maioria dos
afetados e sé@o a base dos critérios diagnosticos do National Institute of Health
(1988). Sdo constituidas por MCCL, sardas axilares, neurofibromas
periféricos e nodulos de Lisch. As "minor" sdo também especificas de NF e
aparecem em alta frequéncia nos afetados, mas ndo sdo utilizadas como
criterios diagnosticos. S@o definidas como "minor" as caracteristicas
macrocefalia e baixa estatura. As complicacdes associadas séo referidas como
as demais caracteristicas que envolvem os sistemas nervoso, esquelético,
génito-urinario, endocrino, cardiovascular, respiratorio, gastrointestinal,

hematopoiético e pele.

1.4. MASTOCITOS

Sob o aspecto histologico, 0s mastocitos ocorrem na derme normal,

em pequeno numero, sob a forma de células fusiformes com um nicleo oval.

Contém em seu citoplasma numerosos granulos que ndo se coram com
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coloragbes de rotina como Hematoxilina-Eosina (HE). Por essa razdo, os
mastocitos, em pele normal, usualmente sdo indistinguiveis dos fibroblastos,
embora ocasionalmente possa-se reconhecer neles pequena quantidade de
citoplasma, visivel somente em microscopio eletrébnico. A caracteristica
especifica dos mastécitos, apontada pela primeira vez por EHRLICH (1877),
€ que seus granulos citoplasmaticos basofilos coram-se metacromaticamente,
0 que os distinguem de outras celulas do tecido conjuntivo de morfologia
similar.

A heparina contida nos mastocitos € a responsavel pela metacromasia,
porém, coube a RILEY (1952) demonstrar que, além da heparina, 0s
mastdcitos contém histamina nos mamiferos. Concentram-se proximos ao
epitélio de revestimento e ao redor dos vasos sangiliineos e linfaticos, proximo
ou dentro dos feixes nervosos e principalmente abaixo das superficies basais
dos epitélios, tais como os dos sistemas respiratério e gastrointestinal e da
pele, que sdo expostos aos antigenos do meio (METCALFE et al., 1981;
GALLI et al., 1984; BIENENSTOCK et al., 1989). Os mastécitos podem
ainda apresentar localizacao intra-epitelial (ENERBACK, 1981).

Na derme normal, a ocorréncia dos mastocitos & principalmente na

vizinhanca dos capilares €, como o maior numero de capilares esta presente
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na regido subpapilar e na vizinhanga dos apéndices cutaneos, a maioria dos
mastocitos é observada nessas areas.

Embora o0s mastocitos sejam considerados células do tecido
conjuntivo, estudos realizados in vitro mostraram que sdo originados nos
tecidos hematopoiéticos (KITAMURA et al., 1979; GALLI et al., 1984;
GALLI, 1990). Seus precursores, células progenitoras da medula 0ssea
pluripotente que expressam o antigeno CD34 (KIRSHENBAUM et al., 1992;
BURD et al., 1989), migram a partir da corrente sangiinea e, quando chegam
ao tecido conjuntivo, diferenciam-se em mastocitos e proliferam
(HATANAKA et al., 1979; KITAMURA et al., 1979).

Os granulos citoplasmaticos dos mastocitos sdo compostos por
substancias quimicas pré-formadas como os proteoglicanos, as quais estéo
ligadas pequenas moléculas como a histamina e a serotonina, além de
proteases neutras e fatores quimiotaticos que participam das reagdes
inflamatdrias e dos processos imunolégicos (GALLI et al., 1984;
SIRAGANIAN, 1988), sendo que a participacdo dos mastdcitos na resposta
imune esta associada a presenca de receptores para IgE encontrados na
superficie destas células (ISHIZAKA & ISHIZAKA, 1984).

Os mastocitos do tecido conjuntivo sdo encontrados freqientemente

préximos dos feixes de fibras nervosas, sugerindo que, em certas condicGes,
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0s mastocitos sdo influenciados diretamente por terminagdes nervosas
(NEWSON et al., 1983).

O numero de mastocitos na derme estd aumentado em muitas
condi¢Bes inflamatorias, nas quais estas células sdo encontradas entremeadas
com varias células "inflamatorias” como no tecido de granulacdo de feridas
em processo de cura, na dermatite atdpica, liquen simples cronico e pénfigo
vulgar (MIKHAIL & MILLES-MELINSKA, 1964).

O infiltrado deérmico, nestas condicdes, via de regra é facilmente
diferenciado daquele da urticaria pigmentosa na qual o infiltrado, embora
possa ser leve, consiste quase que exclusivamente de mastdcitos. A excecao é
a presenca de uma discreta adicdo de eosindfilos como resultado da

desgranulacao de alguns mastocitos.

1.5. HISTOPATOLOGIA DOS NEUROFIBROMAS

O exame histopatoldgico dos neurofibromas cutdneos mostra 0s
mesmos achados dos neurofibromas solitdrios e os dos encontrados na
neurofibromatose (LEVER & SHCAUMBURG-LEVER, 1991). Embora

usualmente bem circunscrito, eles ndo sdo encapsulados (REED, 1977).
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Ocasionalmente ndo sdo separados da derme circundante, de modo nitido,
porém entremeiam-se no tecido conjuntivo. Eventualmente, grandes tumores
estendem-se para a gordura subcuténea.

Os neurofibromas tipicos sdo compostos de fibras colagenas
fracamente eosinofilicas, finas, onduladas, dispostas em feixes frouxamente
arranjados que se estendem em varias direcdes. Entre as fibras colagenas ha
grande numero de nucleos, que variam morfologicamente de ovais a
fusiformes, com tamanho razoavelmente uniforme. As colora¢des com o azul
de toluidina ou pelo Giemsa revelam um numero consideravel de mastocitos
na maioria dos neurofibromas.

Existe um numero variavel, mas ndo grande, de fibras nervosas nos
neurofibromas (MONTGOMERY, 1967).

Os neurofibromas plexiformes afetam grandes nervos localizados na
profundidade e mostram fasciculos nervosos irregulares como resultado de
um aumento da matriz endoneural e do perineuro, sem um aumento das fibras
nervosas (REED & JACOBY, 1983).

GIORNO & CLAMAN (1988) evidenciaram que 0s mastocitos estao
em intimo contato com outras células na neurofibromatose, como as celulas

perineurais e os fibroblastos e, assim sendo, os produtos secretérios dos
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mastocitos poderiam ser importantes na regulacdo da sintese do colageno
pelos fibroblastos e pelas células de Schwann.

Estudos realizados por DYER (1978) na derme do tatu, e por
KIMURA et al. (1988) no nervo ciatico, ganglios espinhal, trigémio e no
cerebro do insetivoro Sucus murinus, demonstraram uma intima associagao
dos mastocitos endoneurais com fibroblastos. Possivelmente esta associacdo
esteja relacionada com a producdo e manutencdo do tecido conjuntivo
endoneural. Sugerem ainda que esta associacdo pode estar relacionada
também com o crescimento e o préprio desenvolvimento da fibra nervosa

durante a maturacéo.

1.6. MATRIZ EXTRACELULAR

Por definicdo, a matriz extracelular ¢ uma malha tridimensional de
moléculas que rodeiam e circundam as células. Junto com a agua e outras
pequenas moléculas (nutrientes e ions), constitui 0 ambiente extracelular. Sua
composicdo quimica é varidvel, mas consiste basicamente de substancia
fundamental amorfa, com glicosaminoglicanos, proteoglicanos e

glicoproteinas, além das fibras colagenas e elésticas (ANDRE, 1998a).
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A substancia fundamental amorfa (SFA) corresponde a um material
transldcido, em forma de gel altamente hidratado, cujas células e fibras do
tecido conjuntivo estdo cimentadas. Sua fase aquosa constitui um meio
através do qual devem passar os nutrientes e 0s produtos residuais que
transitam entre 0 sangue e 0 parénquima dos Orgdos. Seus principais
componentes quimicos sdo o acido hialurdnico, o sulfato de condroitin, o
sulfato de queratan e o sulfato de heparan, todos glicosaminoglicanos - uma
classe de macromoléculas longas e de polimeros lineares de subunidades de
dissacarideos (JACQUES & CAMERON, 1969). As glicoproteinas de adesdo
sdo glicoproteinas que estdo envolvidas na interacdo das células com a matriz
extracelular. As fibras colagenas estdo presentes em todos os tipos de tecido
conjuntivo. Acidofilas, coram-se pela Hematolina-Eosina em rosa, pelo
tricromico de Mallory em azul e pelo tricromico de Masson em verde.
Quando ndo submetidas a tensdo apresentam-se com ondulacdes e, nas fibras
mais largas aparece uma discreta estriacdo longitudinal, sugerindo um feixe
de pequenas fibras. Sob microscopia polarizada, as pequenas fibras exibem
uma birrefringéncia uniforme, indicando que s&o constituidas de subunidades
orientadas paralelamente ao seu eixo fibroso. Pela microscopia eletronica, as
fibras colagenas apresentam-se como fibras paralelas, correspondendo as

subunidades responsaveis pelas formac6es birrefringentes observadas com a
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microscopia polarizada. Em eletromicrografias, essas "unidades fibrilares"
sdo estriadas transversalmente com densas bandas eletrodensas, que se
repetem a cada 67 nm ao longo de seu comprimento. As unidades fibrilares
sdo polimeros das moléculas do colageno, constituidas de trés cadeias
polipeptidicas chamadas cadeias alfa, cada uma com peso molecular de cerca
de 100.000 daltons e configuracdo helicoidal que se entrelacam formando
uma triplice hélice unidas entre si por uma ligacéo hidrogenada.

O colégeno é, atualmente, considerado uma familia de proteinas
intimamente relacionadas, que compartilham certos quadros de organizacao
molecular, porém tendo cadeias alfa que diferem em suas sequéncias e
composicoes de aminoacidos.

Doze tipos de colagenos ja foram identificados. O colageno tipo | € 0
mais encontrado, ocorre na derme, 0ssos, tenddes, fascias e nas capsulas dos
6rgdos. Suas fibrilas agregam-se para formar fibras coldgenas e feixes
fibrosos de uma ampla variacdo de tamanhos. As fibras sao flexiveis, porém
resistentes a tensdo. O colageno tipo Il é encontrado na cartilagem elastica e
hialina, no nucleo pulposo dos discos intervertebrais e no corpo vitreo dos
olhos, onde forma fibras finas que estdo incluidas em abundante substancia
fundamental. N3o forma grandes fibras. E visivel somente pela luz polarizada

ou pela coloracdo com picro-sirius. O colageno tipo Il é abundante no tecido
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conjuntivo frouxo, nas paredes dos vasos sanguineos, no estroma de varias
glandulas, no baco, rins e utero (MEIGEL et al., 1977). Ele forma as fibras
com propriedades argirofilicas tradicionalmente chamadas de fibras
reticulares.

Os colagenos tipos I, Il e Ill, que formam fibras visiveis
microscopicamente e sdo referidos como “colageno intersticial”, distinguem-
se de um grande grupo de colagenos que séo detectaveis somente por meio de
anticorpos marcados, como os colagenos tipo 1V, V, VI, VII, VIII, IX, X, Xl e
XIl (BYERS et al., 1982, LEIGH et al.,, 1988, MEIGEL et al., 1977,
YAOITA et al., 1978).

O colégeno tipo 1V é uma forma especializada e restrita a lamina basal
dos epitélios. Junto & laminina e heparan sulfato, formam um emaranhado de
finos filamentos e constituem um suporte fisico do epitélio e uma seletiva
barreira de filtracdo para macromoléculas.

O significado funcional dos multiplos tipos de colageno e suas
diferentes distribuicbes ainda ndo estdo bem compreendidos. Os mais
comumente observados s@o os intersticiais tipo I, Il e I11, que formam fibras
visiveis a microscopia de luz (MEIGEL et al., 1977).

O tecido conjuntivo, na maioria dos 6rgdos, inclui mais de um tipo de

colageno. As pesquisas a respeito deles devem partir da microscopia de luz
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utilizando-se luz polarizada e corantes seletivos até a microscopia eletronica,
auxiliada pela imunohistoquimica com anticorpos especificos.

O tecido conjuntivo frouxo contém um intercruzamento de finas
fibras, 0,5 a 2,0 micrometros, denominadas fibras reticulares, que ndo séo
facilmente distinguiveis do fino tecido conjuntivo extensivo, poréem podem
ser seletivamente impregnados pela prata ou pela reacdo com acido periodico
e reativo de Schiff (para mucopolissacarideos), o que é atribuido a seu
revestimento glicoprotéico. Consistem principalmente do colageno 111,

As fibras elasticas sdo fibras delgadas com diametro uniforme e
tendéncia a formar ramos que se reunem em uma malha frouxa, porém
eventualmente em uma espécie de lamina fenestrada como é o caso na parede
das grandes artérias. Seu conteddo de dois aminoacidos pouco usualis,
desmosina e isodesmosina, distribuem-se de tal forma que déo a essas fibras
propriedades elasticas semelhantes a borracha (JANSEN, 1955; SMITH,
1963). Constituem-se de duas proteinas: fibrilina e elastina.

As fibras elasticas sdo especialmente abundantes nos tecidos
conjuntivos dos 6rgdos que necessitam de uma elasticidade suficiente apds
deformidades sofridas como os pulmdes, aorta, etc.

A matriz extracelular apresenta diferentes fungbes em diferentes

tecidos, mas basicamente atua sobre as células em contato com ela, afetando e
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influenciando suas atividades metabdlicas, como forma, migracédo, divisao e

diferenciacio (ANDRE, 1998).

1.7. OBJETIVOS

1. Investigar aspectos geneético-clinicos em pacientes portadores de NF. O
levantamento das caracteristicas clinicas e a sua frequéncia séo
importantes para o diagnostico preciso.

2. Quantificar os mastocitos nos neurofibromas dos pacientes com NF e
comparar com a pele humana normal.

3. Avaliar os componentes da matriz extracelular nos neurofibromas, em
termos quantitativos, particularmente a substdncia fundamental e os

componentes fibrosos, colagenos e elasticos.
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2.1. AVALIACAO GENETICO-CLINICA

Foram avaliados 30 pacientes atendidos no CEPAN (Centro de
Pesquisas e Atendimento em Neurofibromatose), da Faculdade de Medicina
de Sdo José do Rio Preto — SP (FAMERP). O CEPAN é um servico
multidisciplinar, que envolve profissionais das areas de genética,
dermatologia, histologia, oftalmologia, radiologia, neurologia, ortopedia,
psicologia, ginecologia e otorrinolaringologia.

A tabela 2 apresenta 30 pacientes avaliados. As letras correspondem
as iniciais dos nomes de cada um, de acordo com normas estabelecidas pelo
CEPAN. Esta tabela apresenta a idade, sexo, racga, profissdo, naturalidade e
procedéncia. Todos foram diagnosticados como neurofibromatose do tipo 1,
segundo os critérios anteriormente apontados e todos com padrdo de heranca

autossdmica dominante.
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A idade dos pacientes variou de 12 a 70 anos, com média de 41 anos e
desvio padréo de 41,01 anos. Vinte e um pacientes (70%) sdo do sexo
feminino e nove (30%) do sexo masculino. Em relagéo a raga, 21 individuos
(70%) foram classificados como caucasoides, seis (23,4%) como negroides e
dois (6,6%) como asiaticos. A recorréncia familial foi observada em todos os
pacientes. Quanto a profissdo, 18 exerciam atividades no lar. Em relacéo a
naturalidade, todos pacientes séo brasileiros, sendo 27 pacientes provenientes
do Estado de S@o Paulo e trés de outros estados. Portanto, a maioria é

provenientes do Estado de S&o Paulo, com percentil de 90%.
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Tabela 2. Caracterizagdo da amostra dos pacientes portadores de NF1.

Protocolo Paciente Idade Sexo Raca Profissédo Natura- Proce-
lidade déncia
02 CPSSS 33 F 1 do lar Outras* SP
03 AM 54 M 2 Vvis. sanit. S.J.R.P SP
04 PNM 16 F 3 estudante S.J.R.P SP
05 BAS 35 M 2 lavrador SJ.R.P SP
06 ABB 45 F 1 do lar SJR.P SP
07 GEPP 25 F 1 do lar Outras* SP
09 VMC 36 F 1 do lar SJ.R.P SP
12 RSF 12 M 1 estudante SJ.R.P SP
13 MGS 29 F 1 do lar SJ.R.P SP
14 MBR 39 F 1 do lar Outras* Outros®
15 JRS 39 F 1 lavrador SJ.R.P SP
16 VRS 13 F 3 estudante SJ.R.P SP
17 MDC 52 M 1 metallrgico SJR.P SP
18 ICT 51 F 1 do lar SJ.R.P SP
22 EFS 23 M 1 aux. defes. S.J.R.P SP
23 MJVM 33 F 1 do lar SJR.P SP
24 MVG 65 F 1 do lar S.J.R.P SP
25 MS 25 F 2 do lar SJ.R.P SP
26 MJIN 23 F 1 do lar S.J.R.P SP
27 MJBO 41 F 1 do lar SJ.R.P SP
30 EBBS 64 F 2 do lar SJR.P SP
33 SCA 25 F 1 do lar Outras* Outros®
35 LTR 51 F 1 do lar SJR.P SP
37 CBS 18 M 2 estudante SJ.R.P SP
39 JPC 70 M 1 lavrador Outras* Outros®
40 MSP 54 F 1 do lar SJ.R.P SP
48 FRD 52 F 2 do lar SJR.P SP
49 ERD 22 M 2 técnico TV SJR.P SP
52 AS 34 M 1 guarda noturno SJR.P SP
53 MAS 31 F 1 do lar S.J.R.P SP

1 = caucasbide; 2 = negroide; 3 = asiatica; SIRP = Séo José do Rio Preto; Outras* = outras cidades; Outros®
= outros estados

Os pacientes avaliados pertenciam a 30 familias ndo-relacionadas.
Alguns foram convocados, via postal, para comparecerem ao CEPAN, a fim

de serem reavaliados e cadastrados neste centro especifico de
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neurofibromatose, ja que a maior parte deles havia passado pelo Servico de
Genética do Hospital de Base da Faculdade de Medicina de S&o José do Rio
Preto - SP. Alguns pacientes foram encaminhados ao CEPAN por outros
servicos da mesma instituicao.

A coleta de informacdes foi realizada utilizando ficha padronizada pelo
CEPAN (Anexo 4), contendo todos os dados individuais, familiais,
antecedentes pessoais e familiais, heredogramas, dados de exames fisicos e
demais exames solicitados, inclusive os de outras areas médicas.

A avaliacdo oftalmoldgica foi realizada em todos os pacientes, com a
finalidade de detectar nddulos de Lisch e verificar a presenca de outras
possiveis alteracdes oculares.

As alteracdes Osseas foram avaliadas através de radiografias de cranio,
torax, coluna cervical, toracica e lombar, membros superiores e inferiores.
Quando necessario, procedeu-se a exames mais especificos com as técnicas
de ressonancia magnética nuclear e tomografia computadorizada.

Devido ao fato de alguns pacientes apresentarem convulsoes,
problemas cardiacos e hipertensdo arterial, foram  realizados
eletroencefalograma (EEG) e eletrocardiograma (ECG). Todos 0s pacientes
foram também encaminhados a neurologia, principalmente aqueles com

queixa de cefaléias constantes ou dorméncia em alguma regido do corpo.
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A avaliacdo otorrinolaringologica foi realizada quando o paciente
apresentava queixa de disturbios de audicdo, tonturas, dores localizadas ou
zumbidos.

A avaliacdo das disfungdes psicossociais, disturbios comportamentais e
retardo mental foi realizada pelo Servico de Psicologia, também integrante do
CEPAN.

Em casos apresentando outras queixas clinicas especificas, procedeu-se
0 encaminhamento dos pacientes para a especialidade indicada.

A técnica fotogréafica dos pacientes foi feita com méaquina fotogréafica
Pentax K 1000 e flash Maxwell 222-H, utilizando-se filmes coloridos ASA

100 (Kodak, Agfa ou Fuji).

2.2. OBTENCAO DE MATERIAL PARA AVALIACAO

HISTOPATOLOGICA

O material estudado no presente trabalho foi obtido de bidpsias de pele
normal e de neurofibromas humanos de pacientes portadores de NF,
registrados no Servico de Dermatologia do Hospital de Base (HB),

previamente classificados e diagnosticados por patologistas do Hospital de
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Base da Faculdade de Medicina de Sdo José do Rio Preto - Autarquia
Estadual (FAMERP) de S&o Paulo.

As biopsias, apos retiradas, foram fixadas em formaldeido a 10%,
durante 24 horas, desidratadas e incluidas em parafina em ponto de fusdo a
57°C conforme a rotina.

Dos blocos foram feitos cortes escalonados de 5 micrémetros de
espessura em microtomo rotativo manual Reichert-Jung e colocados em

laminas histoldgicas com auxilio de banho-maria.

2.3. METODOS DE COLORAGCAO

Os cortes escalonados (espessura de 5 um), num total de 10 cortes
aproveitando-se sempre o décimo corte, portanto intervalo de 9 cortes ou 45

um, foram submetidos as técnicas de coloracdo que se seguem.

2.2.1. Coloracao pelo Azul de Toluidina
Os cortes, depois de desparafinizados e hidratados, foram corados pela

solucédo de azul de toluidina a 0,5% em agua destilada, por 30 a 60 segundos,
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passados em &gua para retirar o excesso de corante. Foram entdo desidratados,

clarificados em xilol e montados com balsamo do Canada.

2.2.2. Coloragdo pela Hematoxilina-Eosina-Floxina (BEHMER et
al., 1976)

Os cortes, depois de desparafinizados e hidratados, foram corados pela
hematoxilina de Harris por cinco minutos, diferenciados rapidamente em
solucdo de alcool-acido (nove partes de alcool 70% e uma parte de acido
cloridrico 1N) e lavados em agua corrente por dez minutos. Posteriormente,
passaram por um rapido banho em alcool 80% e foram contracorados em
solucdo de eosina-floxina (10:1 - V/V) por dois minutos; entdo foram

desidratados, clarificados em xilol e montados com balsamo do Canada.

2.2.3. Coloracéo pelo Tricromio de Gomori (BEHMER et al., 1976)
Os cortes, ap6s o procedimento usual até a &gua destilada, foram
colocados em solugdo de Bouin, na estufa a 56°C, por uma hora, lavados em
agua corrente até desaparecer a cor amarela dos mesmos. Os nucleos foram
corados em solugdo cromica de Gomori por dez minutos. Apés a lavagem em

agua corrente, foram corados pela solucéo tricromica por 15 a 20 minutos,
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colocados em agua acética a 0,5% por dois minutos, entdo foram

desidratados, clarificados em xilol e montados com balsamo do Canada.

2.2.4. Coloragdo pelo Tricromio do Picrosirius-Hematoxilina
(SWEAT etal., 1964; JUNQUEIRA et al., 1978)

Os cortes, depois de desparafinizados e hidratados, foram corados na
solucdo de picrosirius (0,1g de Sirius Red F3B200 - Merck - em 100ml de
solucédo saturada de acido picrico) durante 60 minutos. Apos rapida lavagem
em agua destilada, os cortes foram corados pela hematoxilina de Harris
durante 15 minutos, lavados em agua corrente, desidratados, diafanizados em

xilol e montados com balsamo do Canada.

2.2.5. Impregnacéo pela Prata para Reticulina (GOMORI, 1937)

Os cortes, depois de desparafinizados e hidratados, foram oxidados em
solucdo de permanganato de potéassio a 2% por dois minutos. Depois de
lavados em agua destilada, os cortes foram tratados pela solucdo de acido
oxalico a 1% por um minuto e lavados em agua destilada. Entdo, foram
tratados pelo alimem de ferro a 2% por um minuto, lavados em agua
destilada e submetidos & impregnacéo pela prata amoniacal por dois minutos.

Depois de cuidadosa lavagem em agua destilada por dois minutos, entéo
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tratados por solucdo de cloreto de ouro a 2% por um minuto e posteriormente
lavados em &gua destilada. Depois de tratados por solucdo de hipossulfito de
sodio por trés minutos e lavados em agua destilada, os cortes foram

desidratados, clarificados em xilol e montados com balsamo do Canada.

2.2.6. Coloracao pela Hematoxilina-Férrica (VERHOEFF, 1908)

Os cortes, depois de desparafinizados e hidratados, foram colocados em
solucdo de hematoxilina férrica por 50-60 minutos. Lavados em agua corrente
para remover 0 excesso de corante, foram diferenciados, por poucos
segundos, em cloreto férrico a 2%, sob controle microscopico. Nova lavagem
em agua precedeu um banho em alcool 95%, por 5 minutos, seguido de outro
banho em agua, por mais 5 minutos. Foram contrastados em solugdo aquosa
de eosina a 0,5%, por 5 minutos, desidratados, clarificados e montados com

balsamo do Canada.
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2.4, CONTAGEM DE MASTOCITOS

Os cortes utilizados para este procedimento foram o0s obtidos das
biopsias de pele normal e de neurofibromas humanos corados com azul de
toluidina. Foram contabilizados 10 bidpsias de pele normal e 30 bidpsias de
neurofibromas humanos.

Para a contagem dos mastocitos neste trabalho utilizou-se uma grade
idealizada por MERZ (1968), impressa sobre papel, sobre o qual foram feitas
as contagens. Esta grade consiste de um quadrado que limita a area teste,
contendo um sistema de pontos marcados sobre uma linha sinuosa, formada
por uma sucessédo de semi-circulos encadeados (anexo 3).

A grade de MERZ foi usada para contar mastécitos gque estavam
presentes em uma determinada estrutura histoldgica, bastando para isso
considerar o numero de mastocitos naquela area delimitada. Para cada biopsia
foram contados os mastocitos presentes em 20 campos (ocular de 10x e

objetiva de 40x).
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2.5. AVALIACAO DA MATRIZ EXTRACELULAR

Neste procedimento foram utilizados apenas cortes obtidos das bidpsias
dos neurofibromas humanos corados com as seguintes tecnicas:
hematoxilina-eosina, tricromio de Gomori, tricromio do Pricrosirius-
hematoxilina, impregnacéo pela prata e hematoxilina-ferrica.

Para cada uma das tecnicas acima foi avaliado um componente da
matriz extracelular.

A anaélise foi realizada através da observacdo do corte em microscopio
Nikon (YS2-H, Japan) com objetiva de 40X.

Cada componente foi quantificado, pela observacdo direta, utilizando-
se para tanto um sistema de cruzes variando de O (auséncia total) a +++

(quantidade maxima). Os dados foram colocados numa tabela.

2.6. DOCUMENTACAO FOTOGRAFICA

As laminas foram fotomicrografadas em fotomicroscépio Zeiss-
Jenaval, com objetivas plana cromaticas de 25x, 40x e imersdao, com optovar

1,25x, em luz policromatica convencional e polarizada, usando-se filmes

Antonio, Jodo Roberto. Neurofibromatose: estudo genético-clinico, avaliagdo quantitativa dos mastdcitos e
dos componentes da matriz extracelular em neurofibromas.



Casuistica e Método - 56

Kodakcolor, 135 mm, ASA 100 revelados pelo sistema automatico dos

laboratérios Kodak da cidade de Sao José do Rio Preto (SP).

2.7. ANALISE ESTATISTICA

Para a analise estatistica dos dados resultantes da contagem de
mastdcitos recorreu-se a analise exploratéria dos dados com célculo de média,
mediana, desvio padrdo, minimo, primeiro quartil, terceiro quartil e maximo.

Em seguida foi realizado o teste t-Student para comparacdo de médias
entre o grupo controle e os neurofibromas, para dados heterocedasticos, ou
seja, de variancias diferentes.

Os objetivos desse estudo foram verificar as diferencas no nimero de
mastocitos do grupo controle (pele normal) comparando-os a um grupo de
portadores de neurofibromatose e observar a matriz extracelular dos

neurofibromas dos pacientes estudados sob os aspectos histopatologicos.
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Na tabela 3 observam-se os principais sinais clinicos encontrados em
cada paciente e que apareceram com maior frequéncia como as MCCL,
neurofibromas, sardas axiliares , nédulos de Lisch e alteracbes dsseas. O
perimetro cefalico (PC) esta apresentado seguido da classificacdo observada
em cada caso utilizando a tabela de Tanner-Withehouse de 1966 (JONES,
1988). Foram considerados portadores de macrocefalia os individuos com
percentis igual ou superior a 98. Doze deles (50%) apresentaram
macrocefalia, seis pacientes ndo foram avaliados e doze deles apresentaram

PC entre os percentis 50 e 98 (50%).
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Tabela 3. Principais sinais clinicos observados nos pacientes com

neurofibromatose.

PACIENTES MCCL Neuro- Sardas  Nodulos PC
Protocolo Nome fiboromas Axilares Lisch

02 CPSSS + + - - 56 50<P<98
03 AM + + + + 57 50<P<98
04 PNM + + + + NA
05 BAS + + + + 61,5 P>98
06 ABB + + + + 58 P=98
07 GEPP + + - + 58 P=98
09 VMC + + + + NA
12 RSF + + + + 62 P>98
13 MGS + + + + 53 50<P<98
14 MBR + + + + 56 50<P<98
15 JRS + + + + 58 P=98
16 VRS + + + + 55 50<P<98
17 MDC + + + + 60 P>08
18 ITC + + - - 58 P=98
22 EFS + + - + 57 50<P<98
23 MJVM + + + + 60 P>98
24 MVG - + - + 56 50<P<98
25 MS + + + + 55 50<P<98
26 MJN + + + + NA
27 MJBO + + + + 60 P>98
30 EBBS + + + + 58 P=08
33 SCA + + + NA
35 LTR + + + + NA
37 CBS + + + + 56 50<P<98
39 JPC + + - + 70 P>08
40 MSP + + + + NA
48 FRD + + + + 58 P=98
49 ERD + + + + 58 50<P<98
52 AS + + + - 56 50<P<98
53 MAS + + + - 56 50<P<98

MCCL.: manchas café com leite; PC:perimetro cefalico; P: perimetro; NA: ndo avaliado

Na tabela 4 podem ser observadas as frequéncias com que essas

caracteristicas apareceram. As MMCL estavam presentes em 93,66% e 0s
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neurofiboromas em 100%. As alteracbes Osseas e sardas axilares foram
observadas em 73,33% e 80%, respectivamente dos pacientes investigados.
Os nodulos de Lisch estavam presentes em 86,20% dos pacientes. O retardo
mental e os outros tipos de alteracBes psicoldgicas foram observados com as

respectivas frequéncias de 85,71 % e 100 % dos pacientes avaliados.

Tabela 4. Frequéncia dos principais sinais clinicos.

Sinais Clinicos  Presenca Auséncia N&o Frequéncia %
Investigado

MCCL 29 01 - 29/30 93,66%
Neurofibromas 30 - - 30/30 100%
Sardas Axilares 24 06 - 24/30 80%
Nodulos de Lisch 25 04 01 25/29 86,20%
Alteracdes Osseas 22 08 - 22/30 73,33%
RM 18 03 09 18/21 85,71%
Outras AlteragcOes 21 - 09 21/21 100%
Psicoldgicas
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A frequéncia e localizacdo das MCCL, neurofibromas, nodulos de
Lisch e sardas axilares podem ser observadas na tabela 5. A freqiiéncia
desses sinais foi classificada em baixa, media e alta. Portanto, a frequéncia
das MCCL e neurofibromas foi considerada baixa quando era de facil
contagem, ou seja, em namero menor que 50; média quando havia uma certa
dificuldade em contar os sinais (entre 51 e 150) e alta quando os sinais
apareciam em numero maior que 150. Para as sardas axilares consideramos
freqliéncia baixa até quatro sardas, média até oito e alta acima de oito. Para 0s
nodulos de Lisch, as freqiiéncias eram consideradas baixa para até trés

nddulos, média até seis e alta acima de seis.
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Tabela 5. Frequéncia e localizagdo dos sinais mais importantes (“major”) da

NF1.
Paciente MCCL Neurofibromas Sardas Axilares Nddulos de Lisch
Protocolo Nome Freq. Local Freq. Local Freq. Local Freq. Local

02 CPSSS baixa  tronco, Baixa joelho auséncia -
bracos

03 AM baixa  difusa Alta difusa baixa bilat. baixa bilat.

04 PNM alta difusa Alta difusa alta bilat. alta bilat.

05 BAS baixa  difusa Alta difusa média bilat. baixa bilat.

06 ABB alta difusa Baixa tronco/face alta bilat. média bilat.

07 GEEP baixa pernaD, Baixa braco D baixa  unilat. (OD)
abdome D

09 VMC média  difusa Média difusa média bilat. alta bilat.

12 RSF baixa difusa Baixa  axila/cabeca  baixa bilat.  auséncia bilat.

13 MGS alta difusa Média difusa alta bilat. alta bilat.

14 MBR alta difusa Média difusa alta bilat. baixa bilat.

15 JRS alta difusa Baixa difusa alta bilat. média  unilat. (OE)

16 VRS média  difusa Baixa antebr.E média bilat. média bilat.

17 MDC alta difusa Média difusa alta bilat. alta bilat.

18 ITC baixa abdome e Baixa pelve D/ auséncia -
ombro E cranio

22 EFS baixa abdome Baixa  face/abdome média unilat. (OD)

23 MJVM baixa tronco Média difusa baixa bilat. baixa bilat.

24 MVG Baixa difusa baixa bilat.

25 MS alta difusa Alta difusa alta bilat. alta bilat.

26 MJN média  difusa Baixa braco D média bilat. baixa bilat.

27 MJBO alta difusa Alta difusa alta bilat. alta bilat.

30 EBB baixa  difusa Alta difusa média bilat. média bilat.

33 SCA baixa difusa Média difusa média bilat. nao inv.

35 LTR média  difusa Alta difusa média bilat. baixa  unilat. (OE)

37 CBS baixa difusa Baixa pescoco/face/  baixa bilat baixa bilat.

ombro

39 JPC baixa difusa Alta difusa alta bilat.

40 MSP baixa pernae Alta difusa baixa bilat. média bilat.
abdome

48 FRD baixa difusa Média difusa alta bilat. alta bilat.

49 ERD alta difusa Baixa  antebraco D alta bilat. média bilat.

52 AS alta difusa Alta difusa alta bilat. auséncia -

53 MAS alta difusa Alta difusa alta bilat. auséncia -

freq.:freqiiéncia, D: direito, E: esquerdo, OD: olho direito, OE: olho esquerdo, bilat.:

unilateral

bilateral, unilat.:
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Para classificagdo da localizagdo considerou-se "difusa” quando o sinal
aparecia em mais de trés diferentes locais do corpo.

Quanto a localizacdo dos sinais, as MCCL apareceram de forma
"difusa” em 23 individuos (79,31%) e localizados em pelo menos trés locais
diferentes do corpo em seis individuos (20,69%). Os neurofibromas foram
observados de forma difusa em 20 individuos (66,66%) e em pelo menos trés
locais diferentes do corpo em 10 (33,33%).

Os nodulos de Lisch foram observados bilateralmente em 21 individuos
(72,41%) incluindo adultos e criancas, unilateralmente em quatro individuos
(27,58%), dos quais dois pacientes tinham nodulos apenas no olho esquerdo e
dois paciente com nédulos apenas no olho direito. Quatro individuos
(27,58%) ndo apresentaram nodulos de Lisch e um ndo foi investigado,
totalizando 29 pacientes desse estudo. As freqiiéncias foram baixa em nove
pacientes (31,03%), média em sete (24,13%) e alta em oito (27,58%) e
auséncia em cinco (17,24%). As sardas axilares foram observadas em 24
casos do total (80%), bilateralmente em todos eles (80%) e ausentes em seis
do total dos pacientes estudados (20%). Quanto as freqiiéncias, em cinco
(16,66%) foram baixa, em sete (23,33%) foram média e em 12 (40%) foram

alta.
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3.1. QUANTIFICACAO DOS MASTOCITOS

A quantificacdo dos mastdcitos foi executada em cortes corados pelo
azul de toluidina, cujos mastécitos aparecem corados metacromaticamente
(figura 16).

O material observado para o grupo controle (C), constituido das
biopsias de pele normal, com a contabilizacdo final do nimero de mastécitos

observados, apresentou os resultados que aparecem na tabela 6.

Tabela 6. Quantificacdo dos mastocitos nas biopsias de pele humana normal.

Protocolo Numero de Campos Contados Numero de Mastdcitos
C1 20 06
C2 20 06
C3 20 06
Cc4 20 06
C5 20 08
C6 20 10
C7 20 08
C8 20 06
C9 20 10
C10 20 07
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Figura 16. Fotomicrografia de seccdo de neurofibroma humano, incluido em
parafina, cortada com 5um, corada com azul de toluidina.
Aumento 125x.
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A quantificacdo dos mastdcitos nos neurofibromas apresentou 0s

resultados que aparecem na tabela 7.

Tabela 7. Quantificacdo dos mastocitos nas biopsias de neurofibromas
humanos.
Protocolo Campos Mastécitos
CEPAN 02 20 16
CEPAN 03 20 90
CEPAN 04 20 22
CEPAN 05 20 31
CEPAN 06 20 44
CEPAN 07 20 68
CEPAN 09 20 109
CEPAN 12 20 29
CEPAN 13 20 64
CEPAN 14 20 135
CEPAN 15 20 23
CEPAN 16 20 55
CEPAN 17 20 45
CEPAN 18 20 153
CEPAN 22 20 67
CEPAN 23 20 55
CEPAN 24 20 101
CEPAN 25 20 50
CEPAN 26 20 35
CEPAN 27 20 47
CEPAN 30 20 27
CEPAN 33 20 33
CEPAN 35 20 52
CEPAN 37 20 40
CEPAN 39 20 31
CEPAN 40 20 24
CEPAN 48 20 23
CEPAN 49 20 26
CEPAN 52 20 36
CEPAN 53 20 30
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3.2. ANALISE ESTATISTICA

Na tabela 8 estdo apresentados os resultados das estatisticas descritivas

para 0s grupos controle e dos neurofibromas.

Tabela8. Dados estatisticos comparativos entre 0 grupo controle e 0s

neurofibromas.

Dados Estatisticos Controle Neurofibromas

N 10 30

Média 7,3 52,0
Mediana 6,5 42,0
Desvio Padréo 1,6 34,2
Minimo 6,0 16,0
Primeiro Quartil 6,0 28,5
Terceiro Quartil 8,5 64,7
Maximo 10,0 153,0

O teste t-Student apresentou um valor de t= 7,14; p= 0,0000 e graus de
liberdade igual a 29.
Verificou-se portanto que o teste foi altamente significativo, ou seja,

existe diferencas de médias entre 0 grupo controle e 0 grupo experimental.
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3.3. QUANTIFICACAO DOS COMPONENTES DA MATRIZ

EXTRACELULAR

A quantificacdo, pela observacgéo direta dos diferentes componentes da
matriz extracelular, apresentou os resultados que aparecem na tabela 9.
Os resultados da observagdo direta a microscopia de luz do material,

sob diferentes técnicas de coloracdo, podem ser vistos nas figuras 17 a 19.
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Tabela 9. Quantificacdo de componentes da matriz extracelular de

neurofibromas humanos, com diferentes técnicas de coloracéo.

Protocolo Substancia Colageno | Colageno 111 Sistema Elastico
Fundamental (Fibras Reticulares)
Amorfa
CEPAN 02 + - - -
CEPAN 03 - - +++ -
CEPAN 04 + ++ +++ -
CEPAN 05 ++ + ++ -
CEPAN 06 - - - -
CEPAN 07 - - +++ -
CEPAN 09 + + +++ -
CEPAN 12 ++ +++ ++ -
CEPAN 13 - ++ +++ -
CEPAN 14 + - +++ -
CEPAN 15 + ++ +++ -
CEPAN 16 + ++ + -
CEPAN 17 - ++ + -
CEPAN 18 + +++ +++ -
CEPAN 22 +++ ++ +++ -
CEPAN 23 - - - -
CEPAN 24 - + +++ -
CEPAN 25 + ++ + -
CEPAN 26 + - ++ -
CEPAN 27 ++ ++ +++ -
CEPAN 28 + + - -
CEPAN 30 - - + -
CEPAN 33 + + +++ -
CEPAN 35 + + +++ -
CEPAN 37 ++ ++ +++ -
CEPAN 39 ++ + ++ -
CEPAN 40 - - +++ -
CEPAN 41 - - +++ -
CEPAN 48 + ++ +++ -
CEPAN 49 - - + -
CEPAN 52 + - ++ -
CEPAN 53 ++ - ++ -
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Figuras 17: Fotomicrografias de seccdes de neurofibromas humanos, incluidos em
parafina, cortadas com 5um e coradas com tricromio de Gomori.

A: Alta celularidade associada & elevada densidade dos componentes fibrosos com

escassez ou quase auséncia de substancia fundamental amorfa. Aumento: 125x.

B: Menor celularidade e descompactacdo dos componentes fibrosos com aparecimento de

pequena quantidade de espagos antes ocupados pela substancia fundamental amorfa (+).

Aumento: 125x.

C: Quantidade moderada de espagos antes ocupados pela substancia fundamental amorfa

(++). Aumento: 125x.

D: Afrouxamento da malha fibrosa com grande quantidade de espacos antes ocupados

pela substancia fundamental amorfa (+++). Aumento: 125x.
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Figura 18: Fotomicrografias de seccGes de neurofibromas humanos incluidos em
parafina, cortadas com 5um, coradas com picrosirius hematoxilina e
analisadas em microscopia de polarizacao.

A: Fraca ou quase ausente birrefringéncia denotando auséncia de material fibrilar

coladgeno. Aumento: 125x.

B: Pequena quantidade de estruturas fibrilares birrefringentes (+) com tom amarelado

correspondente a colageno do tipo I. Aumento: 125x.

C: Quantidade moderada de birrefringéncia (++) com tom que vai do amarelo ao vermelho

- col&geno tipo | - e esverdeadas - colageno tipo I11. Aumento: 125x.

D: Grande quantidade de birregringéncia (+++) mostrando estruturas grossas de

birrefringéncia que vai do amarelo ao vermelho - compactacédo de fibras colagenas do tipo

| - e ao fundo estruturas finas esverdeadas - colageno tipo I11. Aumento: 125x.
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Figura 19: Fotomicrografias de seccOes de neurofibromas humanos, incluidos em
parafina, cortadas com 5um e coradas pela reticulina de Gomori.

A: Auséncia de fibras (-). Aumento: 125x.

B: Presenca de pequena quantidade de elementos fibrilares (+) impregnadas em negro pela

prata - colageno tipo I11. Aumento: 125x.

C: Quantidade moderada de elementos fibrilares (++) impregnados pela prata - colageno

tipo Il - entremeados com elementos fibrilares mais espessos corados em marrom -

colageno tipo I. Aumento: 125x.

D: Trama intensa de elementos fibrilares (+++) impregnados em negro pela prata.

Aumento: 125x.
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4.1. SINAIS CLINICOS

A Neurofibromatose € uma das doencas hereditarias autossémicas
dominantes mais freglientes na espécie humana, envolvendo todo o sistema
organico, e apresenta um desenvolvimento progressivo de seus sinais clinicos.
Além disso, ha riscos de desenvolvimento de tumores malignos e uma série
de complicacdes sisttmicas e também psicologicas, comprometendo a estética
do individuo e sua qualidade de vida. Devido a essas caracteristicas, 0
diagnodstico precoce da doenca, acompanhamento médico das possiveis
complicacbes, apoio psicologico e aconselhamento genético sdo muito
Importante na vida desses pacientes, ajudando-os a enfrentar o problema. O
diagnostico na infancia tem sido dificil, devido ao carater progressivo da NF,
e também devido a expressividade muito variavel.

Quanto a classificacdo por tipos, ja citadas anteriormente, a proposta

por RICCARDI (1982) em Neurofibromatose Classica-NF1, Acustica-NF2,
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Mista-NF3, Variante-NF4, Segmental-NF5, MCCL Familial-NF6, Inicio
Tardio-NF7 e Nao Especificada-NF8, conforme consta na tabela 1, ndo tem
sido aceita por todos pesquisadores e clinicos, porque inclui formas de dificil
definicdo e distingdo clinica, como € o caso do tipo 3, que é considerado
"misto", do tipo 4 que é "variante™, do tipo 7 que € de "inicio tardio" e do tipo
8 que é "ndo especificado", no que pode ser justificado pelo conjunto de genes
do individuo. Por essas razdes que CAREY et al. (1986), como citado
anteriormente, propuseram que a NF fosse classificada em apenas cinco tipos.

Dos varios tipos de NF existentes, apenas dois foram descritos na
literatura com maior énfase e com critérios diagnosticos bem definidos, o tipo
1 (NF1) e o tipo 2 (NF2). Apesar de algumas coincidéncias em suas
manifestacdes, sdo patologias distintas genética e clinicamente.

O gene NF1 apresenta 350 kb, considerado um dos maiores genes, 0
que pode explicar a alta freqiéncia de mutacdes novas. A taxa de mutacao da
NF1 é considerada alta, ou seja, em torno de 1 x 10 por gameta e por
geracdo, sendo que 50% dos pacientes ndo apresentam uma historia familial
da doenca, ou seja, sdo portadores de mutacdo nova (CROWE et al., 1956,
apud HUSON et al., 1988; HUSON et al., 1989; MAYNARD et al., 1997). O
risco de recorréncia para parentes de uma crianca com mutacdo nova €

semelhante ao da populacdo geral, embora recentemente, a recorréncia da
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NF1 tem sido relatada como sendo devido a um mosaicismo presente no pai
clinicamente normal (LAZARO et al., 1994).

A amostra apresentou 30 individuos portadores da NF1, pertencentes a
26 familias, sendo que a recorréncia familial foi observada em 20 individuos
de 17 familias (67%), todos com padrédo de heranca autossomico dominante, e
0s casos novos ocorreram em 10 individuos, o que equivale a 33% de
mutacao nova.

A NF1, que corresponde a totalidade dos pacientes do presente
trabalho, afeta mais de um milh&o de pessoas em todo o mundo, sendo mais
de 80.000 pessoas s6 nos Estados Unidos da Ameérica (GOLDBERG et al.,
1996). Segundo RICCARDI (1992), a NF1 afeta igualmente homens e
mulheres de todos os grupos étnicos. No presente estudo, dos 30 pacientes,
30% eram do sexo masculino e 70% do sexo feminino, 70% caucasoéide e
23,4% negroides (incluindo pardos claros e escuros), e 6,6% de outros grupos
étnicos provenientes da regido noroeste do Estado de S&o Paulo.

A NF2, também conhecida como acustica, antes denominada
Sindrome  Hereditaria dos Schwanomas Vestibulares  Bilaterais,
posteriormente conhecida como NF Acustica Bilateral ou NF Central e,
atualmente, NF Acustica, caracteriza-se pela presenca de neuromas acusticos

derivados do oitavo par craniano e freqientemente acompanhada de outros
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neoplasmas do sistema nervoso central (HUSON e THRUSH, 1985; PARRY
et al., 1991). E autossdmica dominante, com penetrancia maior que 95%
(ROULEAU et al., 1987; 1993), ocorrendo em cerca de 1 para 50.000 pessoas
(KORF, 1990). Tumores bilaterais do nervo acustico séo caracteristicos em
95% dos pacientes, porém outros tumores intracranianos ou de medula séo
também comuns, particularmente schwanomas e meningiomas. Portanto, 0s
critérios diagndésticos para a confirmacdo do tipo NF2 compreendem a
presenca de massa tumoral no oitavo nervo craniano associada a incidéncia
familial de NF, entretanto, na auséncia desta incidéncia, confirma-se o
diagnostico pela presenca de pelo menos duas das seguintes caracteristicas:
neurofibroma, meningioma, glioma, schwanoma e opacidade lenticular
subcapsular posterior juvenil (ZANELA et al., 1987; PASTORES et al.,
1991; GOLONI-BERTOLLO et al., 1994). Em decorréncia  destes
comprometimentos, os sintomas que podem ocorrer sdo surdez, zumbidos,
desequilibrio e vertigem, que manifestam-se geralmente a partir da segunda
década de vida (MATUCCI et al., 1987; MARTUZA e ELDRIDGE, 1988).
A analise dessas discordancias na literatura e, tomando por base nossa
casuistica, sugerimos uma simplificacdo da classificacdo em apenas trés
tipos: NF1 ou classica ou principal, NF2 ou acuUstica e NF atipicas (GOLONI-

BERTOLO et al., 1994).
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Baseando-se em todos esses fatos, o National Institute of Health
(EUA) definiu apenas dois principais tipos: NF1 (doenca de von
Recklingausen) ou NF periférica e a NF2 ou NF central (NIH, 1988).

O estabelecimento de novas classificagbes baseadas na geno-
heterogeneidade faz-se necessario. Entretanto, os estudos e resultados de
pesquisas atuais ainda séo insuficientes para explicar todas as manifestacoes
da NF. As continuas pesquisas das funcdes dos produtos génicos de NF1 e
NF2 proporcionaram um melhoramento para o diagnéstico e o
acompanhamento dos individuos afetados. Mas apesar dos avancos dos
estudos relacionados a NF até o momento, o diagnostico da NF1 e NF2 é
ainda fortemente baseado nos critérios clinicos.

Contudo, é muito importante que continuem sendo realizados estudos
com 0 objetivo de descrever detalhadamente as caracteristicas genético-
clinicas de pacientes com NF e de identificar critérios diagnosticos mais
objetivos para sua classificagdo em tipos.

HUSON (1994) definiu os sinais clinicos como “major”, “minor” e
“complicacbes associadas”. As caracteristicas “major” incluem as MCCL,
neurofibromas e nédulos de Lisch, consideradas critérios de diagndstico. As
“minor” sdo a macrocefalia e baixa estatura, freqiientes nos pacientes, mas

ndo fundamentais para diagnostico da doenca. As complica¢des incluem os
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neurofibromas plexiformes, retardo mental, alteracbes Osseas (escoliose,
pseudoartrose) e os problemas associados a tumores, tais como glioma topico,
feocromocitomas, entre outros.

Quanto aos sinais clinicos “major”, a presente casuistica demonstrou
neurofibromas em todos os pacientes (100%) devido aos objetivos do estudo,
29 dos 30 apresentaram MCCL (96,26%), 24 tinham sardas axilares (80%) e
25 eram portadores de nddulos de Lisch (83,33%), o que demonstra o
preenchimento dos critérios clinicos para o diagndstico, coincidentes com 0s
dados da literatura. Os sinais clinicos “minor” também estdo presentes,
conforme apontados na tabela 3, embora ndo sejam fundamentais para o
diagnastico.

Para HUSON et al. (1988), 82% de 22 casos apresentaram as MCCL
desde o primeiro ano de vida. Pode-se observar, portanto, que as MCCL tém
grande importancia para o diagnostico precoce da doenca, pois podem surgir
desde o nascimento até a primeira década de vida, e apresentam um aumento
de freqliéncia de acordo com a idade. As MCCL podem, entretanto, estar
presentes em individuos normais, mas séo consideradas como sinais isolados.
Outras sindromes como de Albright, Leopard e Xeroderma pigmentoso
incluem as MCCL como parte de seus sinais clinicos (FITZPATRICK &

MARTUZA, 1986; HUSON, 1994, GOLDBERG et al., 1996).
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As MCCL podem aparecer em qualquer parte do corpo, exceto couro
cabeludo, sobrancelhas, palma das mdos e planta dos pés (RICCARDI,
1992). Entretanto, segundo YESUDIAN et al. (1984), as MCCL podem
aparecer nas palmas das mdo e na glande do pénis (RICCARDI, 1992). Em
alguns dos pacientes ndo foi possivel investigar essa caracteristica.

As MCCL podem estar presentes desde o nascimento, ou aparecer
durante o primeiro ou segundo ano de vida (GUTMAN et al., 1997). Ocorrem
em todas as criancgas afetadas antes dos seis anos de idade, mas seu tamanho,
numero e localizagcdo variam (OBRINGER et al., 1989). O tamanho pode
variar de 1 a 2 mm a 50 cm ou mais (RICCARDI, 1981; HUSON, 1994).
(figura 19).

Elas estdo presentes em cerca de 99% de todos os pacientes com NF1
(RICCARDI, 1981, 1992). Essa freqliéncia apresenta pouca variagao entre os
varios pesquisadores. SAMUELSSON & AXELSSON (1981) avaliaram 96
pacientes, encontrando uma incidéncia de 95%; DUNN (1987), em 99,6%.
CRAWFORD (1986) encontrou 89% em 116 criancas avaliadas. Em nosso
estudo, 29 pacientes apresentavam MCCL, o que confere uma incidéncia de
96,67% a essa casuistica. O tamanho da maioria delas variava de 1 mm até
35 cm. Néo ha significado clinico quanto ao tamanho das MCCL em relacéo

as manifestacbes da doenca. Portanto, ndo € relevante se o individuo
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apresenta pequenas ou grandes MCCL, inclusive o diagndstico pode ser
firmado sem a sua presenca, como o caso 24-MVG (tabela 1).

Segundo NIH (1988), a presenca de seis ou mais MCCL com cerca de
1,5 cm de diametro é um dos critérios de diagnostico da doenca, o0 que torna
esse sinal importante nessa circunstancia.

Pode-se observar portanto, que as MCCL tém grande importancia para
o0 diagndstico precoce da doenca, pois podem surgir desde 0 nascimento até a
primeira década de vida (GUTMAN et al., 1997) e apresentam um aumento
de freqliéncia de acordo com a idade (OBRINGER et al., 1989).

Quanto a localizacdo das MCCL nos pacientes investigados nesse
estudo, 23 dos 29 que as possuiam (76,66%) apresentaram-nas de forma
difusa e 23,33% (seis casos) em pelo menos trés partes do corpo.

Portanto, ndo € relevante se o individuo apresenta pequenas ou grandes
MCCL, inclusive o diagnostico pode ser firmado sem a sua presenca, como
no caso 24-MVG, cuja predominancia dermatolégica foram neurofibromas
disseminados. Quanto a localizacdo das MCCL, também néo é relevante sua
distribuicao.

As sardas podem manifestar-se desde o nascimento, entretanto, séo

mais comuns na adolescéncia e na idade adulta (HUSON, 1994). Apresentam
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hiperpigmentacéo, semelhante as MCCL, e variam de 1 a 3 mm em tamanho
(RICCARDI, 1992).

Em algumas vezes, a distin¢do entre uma pequena MCCL e uma sarda
torna-se muito dificil. Uma sarda é geralmente considerada uma macula
lentiginosa menor do que 5 mm. A maioria dos individuos com NF1 e sardas
axilares e inguinais apresentam trés ou mais de tais lesdes (CROWE, 1964).
Outros lugares comuns que as sardas podem aparecer incluem as palpebras, a
base do pesco¢co abaixo do queixo, na regido submamaria, nas dobras de
pessoas obesas e na regido superior do tronco (RICCARDI, 1992). Elas
podem também apresentar variacdes étnicas, sendo comuns em negros e
relativamente pouco comuns em asidticos. As sardas sdo a segunda
caracteristica, dependente de idade, mais comum da NF1, tornando-se um
importante critério para diagnostico em criancas e pré-adolescentes. A
identificacdo das sardas em criancas com suspeita de NF1 e que j& apresentam
multiplas MCCL permite, portanto, um diagndstico mais precoce da doenca.

SAMUELSSON & AXELSSON (1981) avaliaram 96 pacientes,
encontrando uma incidéncia de 48% de sardas axilares e DUNN (1987)
encontraram 40% de tal caracteristica. HUSON et al. (1989) encontraram uma

freqiiéncia de 67% de sardas axilares e 44% de sardas inguinais.
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No presente estudo, a frequéncia total das sardas axilares foi de 80%
entre os pacientes. Em todos os casos investigados, elas foram observadas
bilateralmente, o que equivale a 100% dos pacientes. Por esses dados,
observamos uma elevada frequéncia desse sinal clinico, o que facilita o
diagndstico precoce da doenca.

As sardas inguinais sdo caracteristicas que aparecem com freqléncia
mais baixas e ndo podem ser utilizadas como critério diagndstico, como no
caso das sardas axilares. Nos 30 pacientes avaliados, as sardas inguinais,
quando presentes, apareciam sempre associadas as sardas axilares. Portanto,
do total de individuos de nossa amostra, somente nove casos (30%)
apresentaram sardas axilares e inguinais. As sardas inguinais sdo
caracteristicas que aparecem com frequéncia mais baixas e ndo podem ser
utilizadas como critério diagnostico, como no casos das sardas axilares.

Os neurofibromas mdltiplos constituem uma presenca caracteristica e
patognomonica da NF (McKUSIK, 1992).

Quanto a apresentacdo clinica, os neurofibromas séo classificados em
quatro tipo: cutaneo, subcutaneo, plexiforme difuso e plexiforme nodular
(RICCARDI, 1992; HUSON, 1994). Os neurofibromas cutaneos, tambem
denominados dérmicos, movem-se junto com a pele, podendo ser sésseis e

pequenos, ou em um estagio mais avancado ser pedunculados, e raramente
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causam dor ou outros sintomas. Sua coloracdo pode variar de azulado,
amarelado ou violaceo.

A casuistica aqui apresentada baseou-se nos estudos microscopicos de
neurofibromas  que se apresentaram clinicamente do tipo cutaneo.
Neurofibromas nas palmas das maos e planta dos pés foram observados em
apenas um caso (figura 6C).

Os neurofibromas subcutaneos sao localizados mais profundamente na
derme, pequenos, com forma esférica ou ovoide e apresentam textura mais
firme, podendo causar dor. Os neurofibromas plexiformes do tipo difuso séo
formados por elementos cutaneos, envolvem grandes extensdes de um nervo
e tem textura “amolecida”. Eles sdo frequentemente originados de nervos
periféricos subcutaneos ou viscerais, causando uma aparéncia fusiforme. Esse
tipo apresenta um potencial para progressdo maligna em neurofibrossarcoma.
Ja os neurofibromas plexiformes nodulares sd&o um conjunto de multiplos
tumores nodulares discretos, causam muito mais dor, e sdo mais dificeis de
serem retirados cirurgicamente. Esse tipo aparece mais raramente do que o
plexiforme difuso, apresentando também riscos elevados para um progressao
maligna em neurofibrossarcoma. Podem ser hiperpigmentados, com coloracgéo
mais intensa que as MCCL, podendo também haver hipertricose no local

(RICCARDI, 1992; WIESTLER & RADNER, 1994).
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Neurofibromas plexiformes sdo freqiientemente congénitos, mas podem
se manifestar durante o primeiro ano de vida, como um sutil aumento de
tecido com textura amolecida, ou uma grande extensdo de hiperpigmentacéo
cutinea. As vezes, seu crescimento é auto-limitado. Quando retirados
cirurgicamente, apresentam uma tendéncia a reaparecer (GUTMANN et al.,
1997). Alguns dos nossos pacientes foram submetidos a cirurgia para retirada
dos neurofibromas plexiformes, que comprometiam suas func¢des normais.
Esses neurofibromas podem invadir estruturas viscerais, regides craniofaciais,
cervical e mediastinal superior. Seu crescimento & imprevisivel, podendo
tornar-se agressivo rapidamente, e tendem a aumentar durante a puberdade
(GOLDBERG et al., 1996).

HUSON et al. (1988) encontraram um incidéncia de 32% de
neurofibromas plexiformes em 125 casos avaliados, e a mesma pesquisadora
(HUSON, 1994), em outro estudo, encontrou 30% de tal caracteristica. No
presente estudo, 10 dos 30 pacientes estudados apresentaram neurofibromas
plexiformes (33,3%). Destes, apenas um caso apresentou-o de forma isolada,
e 0s outros nove individuos apresentaram tais tumores juntamente com 0s
neurofibromas cutaneos. Em alguns dos pacientes, os neurofibromas

plexiformes causavam dores, dificuldades motoras e paralisias.
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A freqiéncia de vérios sinais da NF1 variam com a idade. Os
neurofibromas sdo um 6timo exemplo, pois apresentam um drastico aumento
entre as idades de 10 a 20 anos, coincidindo provavelmente com a
adolescéncia (FRIEDMAN & BIRCH, 1997)

Segundo GUTMMAN et al. (1997), ao longo da vida, 0 nimero e 0
local dos neurofibromas séo imprevisiveis (figura 19).

Os neurofibromas tendem a proliferar e aumentar em tamanho durante
a puberdade, e esse crescimento estd associado com o aumento de dor e
prurido (GOLDBERG et al., 1996).

No presente estudo, na amostra total, 100% dos casos, incluindo apenas
adultos, apresentavam neurofibromas (cutaneos e plexiformes), sendo que 10
dos 30 pacientes estudados apresentaram neurofibromas plexiformes (33,3%).
Destes, apenas um caso apresentou-o de forma isolada, e 0s outros nove
individuos apresentaram tais tumores juntamente com os neurofibromas
cutaneos e, em outro caso, foram observados neurofibromas nas palmas das
méaos e planta dos pés.

Em alguns dos pacientes, os neurofibromas plexiformes causavam
dores, dificuldades motoras e paralisias, e foram submetidos a cirurgia para

retirada naqueles cuja presenca comprometia suas fungdes normais.
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Perante esses incomodativos sinais, um dos principais objetivos desse
trabalho foi a pesquisa orientada para esses tumores no sentido de uma
tentativa de contribuicdo para seu controle ou prevencdo. Dai os estudos sobre
sua celularidade mastocitaria e matriz extracelular nos neurofibromas, ou seja,
os elementos observados que se apresentaram alterados quando comparados
com a pele normal.

Quanto a histogénese, em 1882, von Recklinghausen considerou
serem 0s neurofibromas tumores fibrosos originados do tecido conjuntivo das
bainhas nervosas (LEVER & SHCAUMBUR-LEVER, 1991). VEROCAY,
em 1910, afirmou que as células dos tumores de fibras nervosas, em suas
observagbes, eram ceélulas de Schwann e, portanto, de origem
neuroectodérmica. A demonstracdo de atividade da colinesterase inespecifica
nos neurofibromas forneceu a primeira evidéncia objetiva de que os tumores
contém tecido neuroectodérmico (WINKELMANN & JOHNSON, 1962).

Quanto a microscopia eletrdnica, o exame dos neurofibromas
demonstra trés tipos celulares encontrados nos nervos periféricos: células de
Schwann, células perineurais e fibroblastos endoneurais (LASSMANN et al.,
1976).

Os nodulos de Lisch, presentes na iris, parecem ser um sinal clinico

exclusivo da NF (LEWIS & RICCARDI, 1981), e ocorrem em quase todos 0s
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adultos com NF1 (FUELER et al., 1986). Eles ndo tém sido observados em
individuos normais ou em pacientes com NF2 ou NF segmentar (LEWIS &
RICCARDI, 1981). Os nodulos ndo tém sido correlacionados com outras
manifestacbes da NF ou com a gravidade da mesma (RICCARDI, 1981).
Além disso, ndo causam sintomas clinicos, aumentam em nimero com a
idade, e provavelmente surgem antes das MCCL e depois dos neurofibromas
(LEWIS & RICCARDI, 1981; HUSON, 1994).

HUSON et al. (1988) encontraram 93% de 135 casos avaliados, sendo
88% com idade abaixo de 20 anos, e 96% com idade igual ou acima de 20.
RICCARDI (1992) apresentou uma incidéncia de 84%, semelhante ao estudo
feito por HUSON et al. (1989), que foi de 85%, e CASTANHEIRA-DINIS et
al. (1996) 42,3%.

Embora as trés caracteristicas mais freqlientes da NF1, como as MCCL,
neurofibromas e nddulos de Lisch estejam presentes em cerca de 90% de
todos os pacientes na puberdade, a freqliéncia desses sinais é extremamente
variavel (RICCARDI, 1981; HUSON, 1989; HUSON et al., 1989). A
combinacdo desses trés sinais clinicos nos adultos aparece em cerca de 100%
dos pacientes, entretanto, at¢é mesmo numa mesma familia, ha uma grande
variabilidade clinica, e isto deve ser levado em consideracdo quando uma

crianga ¢é avaliada (GOLDBERG et al., 1996).
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No presente estudo, foram investigados nodulos de Lisch em 29 dos 30
pacientes. Dos 29 pacientes, 0s nddulos foram encontrados em 25 (86,20%).
Os nodulos de Lisch estavam presentes bilateralmente em 72,41% (21 casos)
e unilateralmente em 13,79% (quatro casos). Por esses dados, pode-se
observar que 0s mesmos sdo proximos aos apresentados pela literatura e a
grande importancia deste sinal clinico como critério diagndstico precoce em
pacientes portadores da NF. Por ser uma caracteristica exclusiva da NF, caso
haja duvidas quanto ao diagnostico da doenca em algum paciente, a presenca
do nodulo de Lisch trara uma confirmacgédo precisa da mesma. Caso esteja
ausente, devera ser feita uma investigacdo genetico-clinica bem mais
detalhada no individuo, a fim de saber se ha ou ndo outros sinais importantes
que ajudem no diagnéstico.

LEWIS & RICCARDI (1981) encontraram nodulos de Lisch em trés de
16 criancas com idade abaixo dos cinco anos, e em 92% dos individuos com
seis anos ou mais. ELIASON (1986) relatou que os nddulos apareceram em
30% dos individuos afetados, com idade abaixo dos seis anos e em quase
todos com idade acima dos 20. FUELLER et al. (1986) encontraram
incidéncia de 33% em criancas abaixo de seis anos de idade, 87% nas criangas
de seis a 12 anos e 100% naquelas acima de 12 anos. ZEHAVI et al. (1986)

encontraram nddulos em 40% de criangcas com menos de 10 anos de idade e
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em 18 de 20 criangas com 11 anos ou mais. FRIEDMAN & BIRCH (1997)
encontraram uma incidéncia de 57% de seus pacientes, com idades menores
que seus parentes também investigados (70%). Nossa casuistica ndo envolveu
criancas cujos resultados somente referem-se a pacientes adultos.

Alguns autores (HUSON, 1987; RICCARDI, 1992; PURVIN &
DUNN, 1994) encontraram neurofibromas dérmicos palpebrais em cerca de
15% dos pacientes com NF. GOLONI-BERTOLLO (1994) encontrou uma
frequéncia semelhante (15%) em oito de 52 pacientes investigados. Em nossa
amostra encontramos 11%, ou seja, de 28 pacientes avaliados, trés
apresentavam tal caracteristica.

Os gliomas Opticos sdo tumores de sistema nervoso central mais
comuns observados em NF1, podendo envolver qualquer regido Optica,
embora freqlientemente originados do quiasma ou pré-quiasma.
(LISTERNICK et al., 1995; GOLDBERG et al, 1996). Os gliomas tém sido
relatados em cerca de 15% dos pacientes com NF1, mas atualmente, somente
um terco dos pacientes tornam-se sintomaticos, necessitando de tratamento
(RICCARDI, 1992; RAGGE, 1993; WILSON, 1995).

O inicio do desenvolvimento do glioma optico pode ser observado nos
anos de pré-escola, com pico de incidéncia entre quatro e seis anos de idade

(LISTERNICK et al., 1995). Uma avaliacdo anual por um oftalmologista
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deve ser realizada como parte da rotina de criancas portadores de NF1,
durante a primeira década de vida (GUTMANN et al., 1997; LISTERNICK et
al., 1995). Entretanto, uma vez detectada, a anormalidade visual raramente
progride. Para a pequena porcentagem de tumores Opticos que progridem
clinicamente, cirurgia ou acompanhamento médico pode ser indicado
(LISTERNICK et al., 1997).

Segundo GOLDBERG et al. (1996), tumores dpticos sdo caracteristicas
comuns da NF1, enquanto o glaucoma congénito ocorre em cerca de 0,5% dos
pacientes com NF1, e a sua deteccdo e importante para que seja feito um
acompanhamento oftalmoldgico regular, pois pode levar a cegueira. No
presente estudo, o glaucoma foi encontrado em apenas um paciente de 28
investigados (3,6%). Ja os gliomas dpticos sintomaticos estdo associados com
anormalidade visual em 52% dos casos, e freqlientemente ndo progridem para
a perda de viséo.

Além dos gliomas oOpticos e do glaucoma congénito, outras alteracdes
também relacionadas a NF1 incluem a ptose palpebral, devido a presenca de
neurofibromas plexiformes, ou grave estrabismo (GOLDBERG et al., 1996).

Assim, a avaliacdo oftalmoldgica nos pacientes portadores de NF é
muito importante, ndo somente para o deteccdo dos nédulos de Lisch, mas

também de outras alteragdes oculares, principalmente os tumores que trazem
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maiores complicacbes ao paciente como o0s gliomas Opticos, tumores mais
freqientes em NF1 (RAGGE et al., 1995; LISTERNICK et al.,, 1995;
CASTANHEIRA-DINIS et al., 1996; DELIGANIS et al., 1996; GARTY et
al., 1996).

E de grande importancia que todos os pacientes com NF tenham uma
avaliacdo oftalmoldgica bem detalhada, e se possivel por técnicas especificas
em certos casos, como a ressondncia magnética e tomografia
computadorizada, com o objetivo de detectar possiveis tumores. Desta forma,
um diagnéstico precoce pode ajudar no tratamento, evitando possiveis
complicacbes mais graves nos pacientes.

Isto deve ser levado em consideracdo quando uma crianca é avaliada
com a suspeita dessa doenca.

A baixa estatura e macrocefalia s&o consideradas como caracteristicas
“minor”, segundo HUSON (1994). Essas duas caracteristicas, quando surgem
isoladamente, ndo séo suficientemente especificas para o diagndstico de NF1
(GUTMANN et al.,, 1997). Criancas e adultos portadores da doenca
freqlientemente apresentam relativa macrocefalia de acordo com a altura, e
relativa baixa estatura de acordo com a idade, embora a maioria deles tenham

0 perimetro cefalico e a estatura dentro da média normal.
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Pacientes com NF1 tendem a ser, em média, mais baixos do que seus
parentes ndo afetados, e também comparados com a populacdo geral
(OBRINGER et al., 1989; NORTH, 1993; GOLDBERG et al., 1996).
RICCARDI (1981) foi o primeiro a relatar mais precisamente que uma
proporcdo significativa de pacientes com NF1 apresentava baixa estatura.
HOLT & KUHNS (1976) encontraram uma incidéncia de 46% e CAREY et
al. (1979), 35%. DUNN (1987) evidenciou baixa estatura em 49% dos seus
pacientes. HUSON et al. (1988) e HUSON (1994) encontraram este sinal em
34% dos pacientes com NF1 e RICCARDI (1992) estimou essa incidéncia em
torno de 12%. Assim, a baixa estatura tem sido considerada uma caracteristica
constitucional da NF1 com uma freqliéncia variavel de 12 a 49% na literatura
(DUNN, 1987; RICCADI, 1992; HUSON, 1988; 1994). Nos pacientes do
CEPAN, a baixa estatura foi avaliada e relatada em torno de 50%
(MACHADO, 1998). Dos 26 pacientes avaliados, o0 que corresponde a nossa
amostra, a baixa estatura esteve presente em 50% dos casos, sendo que destes,
15,4% apresentava percentil abaixo de 10 e 34,6% abaixo do percentil 3.
Assim, nossos resultados sdo compativeis aos da literatura. A incidéncia
aumentada de cifoescoliose, tumores cerebrais, membros com tamanhos

desiguais, displasia vertebral ou outras possiveis anormalidades podem
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parcialmente explicar essa tendéncia a baixa estatura e, portanto, outras
causas anatdmicas e endocrinas podem ser excluidas.

Quanto a freqliéncia da macrocefalia, tem sido descrita entre 29 a 46%
dos casos (NORMAN, 1972; HOLT & KUHNS, 1976; CAREY et al., 1979;
DUNN, 1987; HUSON et al., 1988; RICCARDI, 1992). No presente estudo,
0 perimetro cefédlico foi avaliado em 24 pacientes, encontrando uma
freqliéncia de 50% de tal caracteristica, com 25% dos pacientes apresentando
percentil igual a 98 e 25% acima de 98. A macrocefalia ndo apresenta relacao
com deficit intelectual, convulsdes ou alteracbes detectadas por EEG
(RICCARDI, 1981; OBRINGER et al., 1989; NORTH, 1993).

Relacionando a macrocefalia com a baixa estatura, segundo
GOLDBERG et al. (1996), a maior parte das alteracBes 0sseas associadas a
NF1 surge na infancia. A macrocefalia é resultado de um aumento no
tamanho do cérebro e parece ndo estar correlacionada com a estatura das
criancas afetadas.

Quanto as alteragGes 0sseas, conforme ja apontado anteriormente, as
mais freqiientes em NF s&o a escoliose e cifoescoliose.

A escoliose é um problema muito comum em NF1, podendo ser
causada por displasia vertebral ou por neurofibromas paraespinhais, podendo

surgir em criancas e adolescentes (figura 12). [Essas alteragbes séo
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observadas em adultos, porém podemos encontrar em pacientes mais jovens
que adquirirdo proporcbes completas na idade adulta (MURRAY et al.,
1977). Ela costuma iniciar-se por uma desossificacdo dos 0ssos de
sustentacdo, que mais tarde podem arquear-se e conseqiientemente fraturar,
levando a uma deficiente formacao do “calo 6sseo", cujo 0sso ndo se solda
perfeitamente, formando a pseudoartrose. A essas fraturas eram atribuidas a
presenca de um neurilenoma intra-0sseo, porém AEGERTER e
KIRKPATRICK (1964) demonstraram claramente que o tecido osteofibroso
contido na fratura é consequéncia e ndo causa da pseudoartrose. Podem
ocorrer pseudofraturas no momento do nascimento, quase sempre no 1/3
inferior da tibia. Depois da fratura os 0ssos ddo a impressdo de estarem
curados, porém, ao iniciar a sustentacdo reaparecem e conduzem a
pseudoartroses eventuais (CLEVELAND et al., 1978).

O periosteo é anormal em alguns pacientes com NF, assim a resposta a
traumatismos mostra que o periosteo desprega facilmente do 0sso, 0 que pode
originar uma hemorragia subperiostica que depois se calcifica. A
anormalidade do periosteo também explicaria a deficiente formacao do calo
0sseo e as pseudoartroses. As erosbes de superficie peridstica da cortical

devem-se a neurofibromas periosticos ou a tumores extra-0sseos. O exemplo
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disso sdo os tumores intercostais, que corroem a borda inferior das costelas
(PITT etal., 1972).

As lesBes cisticas dos 0ssos chatos guardam relacdo com alteracbes
osteoliticas das vertebras e representam focos de desossificacdo (HEUBLEIN
et al., 1940). Essas formacdes cisticas podem adquirir grandes dimensdes e
serem facilmente visualizadas atraves do raio X.

Os o0ssos longos podem aumentar de densidade, com espessamento
irregular e as vezes com o aumento da densidade nas extremidades. No
entanto, ndo revelam erosdes Osseas focais que poderiam sugerir tumores de
tecidos moles adjacentes. O afilamento dos ossos, com remodelamento e
deformidade, é mais comum nas costelas e na tibia. E possivel um
arqueamento acentuado acompanhado de fraturas mdltiplas e incompletas.
Algumas dessas alteracOes devem-se a osteomalécia, que pode associar-se
com a NF sem a respectiva deficiéncia dietética (BRAILSFORD, 1948).

A imagem por ressonancia magnética mostra focos de hiperintensidade,
que tém sido vistos freqiientemente em mais de 75% dos pacientes com NF1.

Essas lesdes ndo determinam efeito de massa ou incremento e parecem
representar hematomas nas regides de mielinizacdo aumentadas (PUTMAN &

RAVIN, 1994).
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FRIEDMAM & BIRCH (1997) encontraram uma incidéncia de 26%,
quase semelhante a de RICCARDI (1992), que encontrou escoliose em 188
pacientes (25%) de 752 individuos, com ou sem cifose. Em nossa avaliacéo,
encontramos 14 individuos (48,3%) de 29 investigados. Ja a cifoescoliose foi
observada em seis casos (21%).

As outras alteracGes 0sseas observadas no presente estudo foram peito
escavado, relatadas em freqiiéncia de 28%. RICCARDI (1992) encontrou uma
freqtiéncia de 31% em 675 individuos.

O glioma optico é parte integrante da NF e, em varios casos, ja pode ser
observado precocemente em criancas. O diagndstico radiolégico do glioma
Optico faz-se principalmente na demonstragdo do aumento do foramem
Optico, sendo a tomografia computadorizada o exame de eleicédo
(FAIRBANK, 1994).

Algumas alteracdes 6sseas, como alargamento do forames, alargamento
do mediastino e alteracdes da morfologia do corpo da vertebra, podem ser
alteragdes secundarias a neurofioromas (CRAWFORD & BAGAMERY,
1986; KRIKUN, 1988).

Outras complicagbes, como vasculares (SCHIEVINK e PIEPGRAS,
1991), cardiacas (NOGAMI et al., 1991), intestinais (BHATTACHARYA e

JAMIESON, 1988), ginecoldgicas (BLINCKSTEIN e LURIE, 1990),
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hepaticas (ROMERO et al., 1989), pulmonares (FAINTUCH et al., 1990) e
endocrinolégicas (LAUE et al., 1985) foram também encontradas em paciente
com NF, porém com menor frequéncia. Atravées de exames ultra-sonogréaficos,
KATSUBATA et al. (1994) avaliaram pacientes com NF-1 e encontraram
neurofibromas intra-abdominais envolvendo o figado, veia porta e seus
principais ramos. SHONNARD et al. (1992) e BASS et al. (1994), associando
ultra-sonografia e tomografia computadorizada, observaram massas pélvicas
retroperitoniais e ao longo dos musculos psoas, respectivamente. Tais achados
foram comprovados como sendo neurofibromas plexiformes.

Diante de todos os sinais clinicos da NF citados até o momento, 0S
sinais “major” sdo fundamentais para o diagnostico da doenca, e 0s “minor” e
as “complicacbes” também sdo considerados. O acompanhamento médico
periddico dos pacientes é sempre fundamental, evitando que esses sinais
clinicos tragam possiveis complica¢@es secundarias, podendo atingir 0s varios
sistemas do corpo. Esses cuidados irdo melhorar em grande parte a qualidade
de vida dos pacientes.

Assim, a avaliacdo completa e detalhada do paciente possibilitard o
diagndstico e conseqlientemente podera ser realizado aconselhamento
genético seguro e adequado. Segundo GUTMANN et al. (1997), o

aconselhamento genético deve ser realizado para todos 0s pacientes e seus
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familiares, e deve incluir informacdes sobre o prognostico, a genética, e a
adaptacdo psicoldgica e social.

Segundo RICCARDI (1992), o retardo mental e outras alteracdes
psicologicas sdo complicacbes também associadas a NF e, conforme
RUBENSTEIN et al. (1985) e ELDRIDGE et al. (1989), as alteracdes de
sistema nervoso central associadas @ NF mais frequentes séo o retardo mental
(40%), a epilepsia e a macrocefalia (JONES, 1988; McKUSIK, 1992) e os
distarbios do desenvolvimento com problemas de linguagem, hiperatividade,
déficit de atencdo e dificuldade motora (RUBENSTEIN et al., 1985;
ELDRIDGE et al., 1989), anormalidades neuroaudioldgicas (PENSAK et al.,
1989) e neuropatias (THOMAS et al.,, 1990). Outras alteracbes sdo 0s
neuromas acusticos (MARTUZA, 1982; ZANELLA et al, 1987;
SILVALINGAM et al., 1991), os neurilenomas (SILVALINGAM et al.,
1991), os meningiomas (RUBENSTEIN et al., 1985; SILVALINGAM et al.,
1991), os ganglioneuromas (PARIZEL et al., 1991) e outros tipos mais raros.

Esses problemas provavelmente apresentam diferentes possiveis
origens. Uma delas supbe que os dados referentes a fisiopatologia,
manifestacOes e evolucdo da doenca sejam desconhecidos (ESCALONA,
1982; EGBUONU & STARFIELD, 1982; BEITER et al., 1991). Pode ser

que sejam consequéncias das caracteristicas especificas da NF no nivel
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psicossocial, devido a problemas estéticos, ou que uma mutacdo do gene NF1
seja responsavel por esse tipo de distarbio da funcdo celular dentro do
cerebro.

NORDLUND et al. (1993) sugerem que a expressdo alterada da
neurofibromina no cérebro pode levar a complicacbes neurocognitivas e
neurologicas em NF1. KAYES et al. (1994) relataram grandes dele¢des no
gene NF1 associadas ao déficit intelectual em cinco casos. No entanto,
VALERIO et al. (1996) relataram grandes delecdes associadas com RM em
apenas um caso de seis investigados.

NORTH et al. (1997), a partir da compreenséo da funcédo da gene NF1,
fenotipo cognitivo e as correlacdes entre os achados neuroradioldgicos,
patoldgicos e neuropsicoldgicos, desenvolveram uma hipdtese para explicar
0s problemas cognitivos em NF1. Os autores propbem que se mutacbes no
gene resultam num controle de crescimento celular anormal e diferenciagéo
no sistema nervoso central (ou seja, através da perda da neurofibromina
relacionada ao GAP ou outra fungdo potencial dessa proteina), isto levaria as
areas de glioses displasicas e mielinizacdo anormal no parénquima cerebral.
Areas de displasia interrompem importantes circuitos neuronais no cortex
cerebral que regulam o complexo das fungbes cognitivas (NORTH et al.,

1994).
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Apesar dessas hipbteses citadas, os autores ainda ndo chegaram a uma
conclusdo, propondo que, futuramente, a determinagdo do mecanismo, pelo
qual as anormalidades na neurofibromina afetam a funcéo cerebral e dos
neurbnios, proporcionarda uma melhor visdo da patogénese do deficit
cognitivo e problemas de aprendizado (NORTH et al., 1997).

Clinicamente, os pacientes manifestam problemas de aprendizado
especificos, associados a uma leve diminuicdo de coeficiente intelectual (QI).
No nivel molecular, hd duas possibilidades: as mutacGes heterozigotas no
gene NF1 podem afetar a ordenada diferenciacdo de neurbnios e celulas
gliais, resultando em uma lesdo cerebral (glioses astrociticas) localizada ou
generalizada; a segunda hipotese propde que a perda da heterozigosidade do
gene NF1 em uma subpopulacdo de células pode ser necessaria para o
desenvolvimento das lesdes do sistema nervoso central. O retardo mental é
considerado um grupo heterogéneo de condigdes clinicas e etioldgicas. Esta
heterogeneidade é particularmente real¢ada quando se considera a genética do
retardo mental. Recentes avancos nas técnicas de biologia molecular tém
proporcionado uma melhor compreensdo sobre a base molecular de vérias
sindromes associadas ao RM. Em contraste, quando ndao h& uma causa

definida, a interacdo da genética e influéncias ambientais permanecem pouco
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entendidas. Nos individuos com RM leve, fatores psicossociais podem ter
uma importéancia etiologica primaria (THAPAR et al., 1994).

CROWE et al. (1956) relataram média de QI de 45, em 20 pacientes
com NF1. Alguns autores (ROSMAN & PEARCE, 1967; RUBENSTEIN et
al., 1985; ELDRIDGE et al., 1989) relataram a presenca de RM em 40% dos
afetados com NF. RICCARDI & EICHER (1986) encontraram 8,4% de 203
pacientes com RM, comparados com cerca de 3% da populacdo geral.
HUSON et al. (1988) verificaram incidéncia de 3,2% de RM. RICCARDI
(1992) referiu 8% de RM e FERNER (1994) encontrou 8% de 103 pacientes
com RM. GOLONI-BERTOLLO (1994) investigou 30 pacientes portadores
de NF, encontrando RM em 43,3% deles, sendo 3,3% com RM moderado e
40% com RM leve.

No presente estudo, foi encontrada freqiiéncia de 66,7% de retardo
mental em 24 pacientes avaliados, nos quais RM grave e moderado foram
observados em 4,2% e RM leve em 58,3%. A alta incidéncia de RM
encontrada nessa amostra, quando comparada com a literatura, pode ser
explicada pela selecdo dos pacientes nos arquivos do CEPAN de Séo José do
Rio Preto, por apresentarem um nivel s6cio-econdmico mais baixo em relacéo

aos pacientes avaliados pelos autores citados anteriormente.
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Seria importante que os testes psicoldgicos aplicados no Brasil fossem
normatizados para esse nivel mais baixo da populacdo, pois de alguma forma
isto pode tambem ter influenciado a frequiéncia elevada dos resultados. Os
testes psicologicos, uma vez que sdo instrumentos originalmente norte-
americanos, e apesar de serem utilizados em larga escala no Brasil, ainda
assim podem ndo ter niveis de exigéncias compativeis com esta populacdo de
NF1 (VALERIO, 1996).

Todas essas alteragfes psicoldgicas encontradas podem, de alguma
forma, influenciar na dificuldade de aprendizado, inclusive escolar, fato
observado na maioria dos pacientes investigados. Dados da literatura
comprovam esses resultados.

Por outro lado, FERNER (1995) investigaram a frequéncia, natureza,
gravidade e causa do déficit intelectual em NF1 de 103 pacientes e 105
controles igualando por idade, sexo e estado socio-econdmico. O grau de
déficit intelectual foi leve. Os pacientes também apresentaram uma pobre
habilidade de leitura e um déficit de memoria de curto prazo. Todos 0s
pacientes apresentaram déficit de atencdo e eram “vagarosos” para
desenvolverem e adaptarem estratégias a tarefas complexas e ndo familiares.
Presenca de complicacbes neuroldgicas e/ou médicas foi pouco associada,

com reducdo na média de QI nos pacientes com NF1. Fatores socio-
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demogréficos, diferencas de idade e sexo e presenca de macrocefalia nao
contribuiram para o deéficit neurocognitivo em NF1. Outros autores
(HOFMAN et al., 1994; NORTH et al., 1994; FERNER et al., 1996)
confirmam que ndo ha associacdo entre diminuicdo de QI e variaveis como
estado sGcio-econdmico e sexo.

Segundo alguns autores (TAYLOR & ASPINWALL, 1990;
MIYAZAKI, 1993; VALERIO et al., 1993; VALERIO, 1996), pacientes com
doengas organicas e/ou mentais cronicas apresentam maior vulnerabilidade
para ansiedade, com freqiiéncia aumentada nos pacientes com NF1 avaliados.
RICCARDI (1992) estudou 69 pacientes com NF1 e relatou uma freqliéncia
de 33% de doenca mental.

Alguns estudos relataram que problemas psiquiatricos, como depressao
ou ansiedade, estdo associados com deficits em muitas tarefas cognitivas
(ALMKVIST et al., 1992; BACKMAN & FORSELL, 1994).

Habilidades que apresentam deficits organizacionais e de atencéo
afetam a execucdo em muitas areas, embora o aumento de distracdo nao esta
obrigatoriamente associado a hiperatividade (HOFMAN et al., 1994; NORTH
et al., 1995; FERNER et al., 1996). Problemas de fala (articulacdo) séo
comuns, mas raramente graves ou suficientemente prejudicada nos pacientes

(NORTH et al., 1995).
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STINE & ADAMS (1989) discutem as dificuldades de aprendizagem
apresentadas por pacientes com NF. Os autores criticam estudos gque néo
fazem uma distincdo entre retardo mental e distdrbio de aprendizado. Na
realidade, profissionais inexperientes podem deixar de realizar esse
diagnodstico diferencial ao levarem em consideracdo apenas resultados
quantitativos dos testes de nivel intelectual. Esse fato tem sérias implicacdes
na medida em que o diagndstico de um disturbio de aprendizado requer uma
conduta clinica e educacional diferente daquela necessaria em casos de RM.
Assim, uma anélise qualitativa do teste, bem como uma avaliagdo do
funcionamento global de paciente, devem ser realizadas antes que se possa
concluir por um quadro de RM.

A dificuldade escolar apresenta freqiiéncias muito varidveis entre 0s
estudos apontados na literatura. Por exemplo: CAREY et al. (1979)
encontraram uma incidéncia de 21%, SAMUELSSON & AXELSSON,
(1981), 30%; HUSON et al. (1989b), 38%; RICCARDI (1992), 69%; e
FRIEDMAM & BIRCH (1997), 40%. Essas discrepancias provavelmente sdo
resultantes das diferentes definicbes para esse tipo de problema.
Semelhantemente aos estudos de RICCARDI (1992), os dados encontrados
nos pacientes do CEPAN mostraram-nos uma incidéncia de 69% com

dificuldade escolar. O nivel de escolaridade desses pacientes foi baixo, sendo
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que 50% dos individuos adultos ndo concluiram o 1° grau; apenas dois casos
(6,7%) com 1° grau completo e um caso (3,3%) com 2° grau completo. A
maioria dos individuos de nossa amostra apresentava nivel sécio-econémico
baixo, e um dos fatores que levaram a encerrarem os estudos foi a necessidade
de trabalhar para ajudar financeiramente a familia. Faz-se importante salientar
que esse é um problema tipico dos paises subdesenvolvidos, e que
provavelmente possa ter interferido nos resultados desse estudo, quanto ao
nivel de escolaridade dos pacientes aqui avaliados (VALERIO, 1996).

Assim, relacionados com os problemas de aprendizado, é possivel que
diversos fatores estejam envolvidos nesse processo. Mais pesquisas nessa area
precisam ser realizadas para esclarecimento de uma série de davidas, até
mesmo entre os especialistas. Portanto, para melhor averiguacdo dessas
alteracBes, seriam indicadas avaliacdes fonoaudiologica e psicologica para
comprovar se tais achados estdo relacionados a NF1, pois, uma vez detectados
0s problemas, estes necessitam de acompanhamento educacional e
psicologico com finalidade de melhorar o desempenho dos pacientes e
proporcionar uma forma mais adequada de encarar a doenca.

Quanto aos aspectos psicologicos, com freqiiéncia, 0s pacientes
dermatologicos podem apresentar-se com baixa estima, envergonhados e

menosprezando sua auto-imagem. Isto ocorre particularmente em pacientes
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que apresentam o inicio da doenca, quando ainda sdo jovens, quando as lesbes
sdo extensas ou localizadas em areas expostas (PONTELO e NEME, 1996).

Dessa forma, eles costumam apresentar dificuldades em seus
relacionamentos principalmente com o sexo oposto (JONANOVIC et al.,
1994), tornando-se introspectivos e solitarios ou, em outros casos, agressivos
e rebeldes.

O curso das condi¢Bes individuais dos pacientes com NF é
imprevisivel, e isso preocupa a maioria deles e também seus familiares. Um
maior conhecimento da histéria natural da NF1 pode ajudar a melhorar a
habilidade de prognosticar a probabilidade das complicagdes individuais dos
pacientes e seus familiares (FRIEDMAN & BIRCH, 1997).

As analises clinica e genética da NF proporcionam uma nova estrutura
para sua avaliacdo e tratamento. A identificacdo dos genes da NF1 e NF2
proporcionou uma melhor compreensdo da base molecular da doenca. As
continuas pesquisas das funcdes dos produtos génicos de NF1 e NF2
proporcionaram um melhoramento para o diagnéstico e o acompanhamento
dos individuos afetados. Mas apesar dos avangos dos estudos relacionados a
NF até o momento, o diagnostico da NF1 e NF2 é ainda fortemente baseado

nos criterios clinicos (GUTMANN et al., 1997).
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Quanto aos mastdcitos, nesse estudo eles estdo significativamente
aumentados nos neurofibromas quando comparados com a pele normal. Estes
dados estdo de acordo com os relatados na literatura, embora nenhum trabalho
anterior relate uma amostra tao significativa.

Eles estdo presentes em quase todos os 6rgdos (DVORAK, 1992) e a
liberacdo de seus produtos pode causar sinais e sintomas relacionados a
qualquer Orgéo. Sugere-se que 0s progenitores de mastocitos migrem para 0s
diferentes tecidos onde amadurecem, passando a exibir fenotipos especificos
relacionados a esses tecidos (ROTTEM et al., 1991). A proliferacédo e
amadurecimento nos tecidos conjuntivos periféricos, os quais sdo diferentes
micro-ambientes, induzem a uma heterogeneidade, que se manifesta tanto
fenotipica como funcionalmente (KIRSHENBAUM et al., 1991).

Os mastdcitos possuem uma populacdo homogénea de granulos, sendo
uma de natureza secretora e outra lisossomal (JAMUR e VUGMAN, 1990).
Produzem e liberam varios produtos que atuam em outras células do estroma
do tecido conjuntivo, células endoteliais e epiteliais, células musculares lisas e
nervos, tanto local como sistemicamente (GALLI, 1989; METCALFE et al.,
1980).

Os mastocitos cutaneos tendem a ter granulos com diferente aspecto de

granulacdo e ultraestrutura morfologica semelhante a um entrelacado,
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contendo duas proteases: triptase e quimase (WEEDNER & AUSTIN, 1990).
Mastdcitos que contém somente triptase predominam mais em outros érgaos.
Mastocitos cutaneos tém otima liberacdo de mediadores a 30°C, temperatura
apropriada para a célula, funcionando em um ambiente cuténeo de relativa
baixa temperatura. A temperatura ideal para a liberacdo de outros tipos de
mediadores de mastécitos é 37°C (COHAN, 1989).

Os mastocitos possuem receptores para imunoglobulina E (IgE), e
quando expostos a estes anticorpos, os fixam em sua membrana plasmatica
tornando-se sensibilizados. O contato destes mastocitos com o antigeno leva a
subsequente liberacdo de substancias armazenadas.

CAWLEY e HOCH-LIGETI (1961) referem que em muitos tumores,
particularmente tumores benignos, o estroma contém um numero aumentado
de mastdcitos, presenca de enzimas liberadas por estimulacdo imunoldgica
do mastdcito paralelamente com a histamina e a presenca de fosfatase &cida,
aril-sulfatase B e dipeptidil amino-peptidase Il (BARKER & BAINTON,
1980; JAMUR et al., 1986, JAMUR e VUGNAM, 1987) e ATIT et al. (1999)
conclui ser o numero de mastocitos  particularmente grande nos
neurofibromas. A presenca de grande numero de mastécitos nos
neurofibromas é um fato conhecido entre os histopatologistas, desde 1911,

publicado por GREGGIO (1911).
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ISAACSON (1976) estudou a concentracdo e a distribuicdo dos
mastdcitos em 132 casos de tumores benignos derivados da bainha nervosa.
Verificou que, com raras excecdes, 0s neurofibromas séo caracterizados por
uma alta concentracdo de mastocitos difusamente distribuidos. Desse modo, a
presenca dos mastocitos sugere um achado frequiente nos neurofibromas,
podendo se tornar uma caracteristica desta lesé&o.

RICCARDI (1981), em estudo das manifestacGes cutédneas da NF e
suas interacdes celulares, incluindo os mastocitos, afirma que o mastocito é
um mediador do prurido e provavelmente do desenvolvimento dos
neurofibromas.

JOHNSON et al. (1989) comentam que os neurofibromas contém
concentracdes relativamente altas de mastocitos, significativamente maiores
do que outras neoplasias ou em tumores reacionais das bainhas nervosas, e
que 0s mastocitos sdo marcadores celulares importantes dos neurofibromas,
devendo participar na patogénese desta neoplasias.

Alguns autores tentaram também estabelecer uma correlacdo entre a
freqliéncia dos mastdcitos em tumores de partes moles e o tipo e o grau de
malignidade. DONHUIJSEN et al. (1992) escrevem que uma alta
concentracdo de mastocitos é considerada caracteristica dos neurofibromas

mas ndo dos schwannomas malignos e dos neurilemomas. A fim de verificar a
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extensdo e a veracidade destes achados, resolveram contar os mastocitos
existentes em 61 tumores periféricos de bainha nervosa e em 103 sarcomas
de partes moles ndo neurogénicos. Além disso, investigaram a correlacdo
entre o numero de mastécitos e varios aspectos destes tumores, entre 0s quais
0 grau de malignidade. Os neurofibromas apresentaram uma contagem muito
alta de mastocitos, 0 que o presente trabalho também mostra. Entretanto,
segundo os autores, isto se aplica somente a cerca de 70% destes tumores, 0
que na casuistica aqui relatada se aplica a 100% desses tumores. Os
schwannomas malignos, o0s histiocitomas fibrosos malignos e 0s
leiomiossarcomas tiveram valores médios acentuadamente altos de mastocitos
com grande dispersdo dentro dos grupos histoldgicos. Os sarcomas sinoviais
foram o Unico grupo que continha mastécitos em todos os casos embora
freqlientemente em menor numero. Dos estudos em tumores, 0 nimero de
mastdcitos foi negativamente correlacionado com o grau de malignidade, com
a celularidade e com a atividade mitotica dos sarcomas, fato esse nao
analisado nesse estudo por utilizarmos amostras orientadas para o0s
neurofibromas, tumores com caracteristicas benignas.

O fato dos mastocitos estarem aumentados em apenas 70% dos
neurofibromas analisados por DONHUIJSEN et al. (1992) pode ser devido

aos neurofibromas serem de diferentes tipos de neurofibromatose, enquanto
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em nosso trabalho, no qual ha um aumento de mastécitos em 100% dos casos,
foram analisados apenas neurofibromas de pacientes diagnosticados como
NF1.

KIRKPATRICK e CURRY (1988) examinaram sete casos de
neurofibromatose através da microscopia eletronica de transmissdo, a fim de
estudar a relagdo entre os mastocitos e as outras células presentes no tumor.
Observaram uma intima relacdo entre os mastocitos e os fibroblastos
perineurais, mas ndo entre os mastocitos e as células de Schwann. Na
superficie de contato entre os mastocitos e os fibroblastos perineurais,
numerosas estruturas tipo vesiculas foram observadas, com vesiculas
endocitdticas correspondentes na membrana plasmatica dos fibroblastos. Os
autores especularam esta intima relacdo morfolégica como evidéncia, in vivo,
para um possivel papel dos mastécitos no metabolismo dos fibroblastos, uma
conclusdo que ja se chegou por meio de estudos in vitro, mas até agora
inadequadamente confirmada por observacges in vivo.

SANGUINETTI et al. (1992), utilizando microscopia de luz e
microscopia eletronica de transmissdo, verificaram que os neurofibromas
apresentam numerosos mastocitos em intimo contato com as celulas
perineurais, mas nunca com as células de Schwann. Muitas vesiculas

eletrodensas foram observadas entre as células. Estas vesiculas aparecem
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quando a membrana plasmatica dos mastocitos apresenta uma pequena
elevacdo localizada e entra em contato com as células perineurais adjacentes.
Vesiculas endocitéticas sdo freqlientemente encontradas nos citoplasmas das
celulas perineurais. Os autores acima deduzem que existe uma interacédo
metabdlica entre estes dois tipos de células e que os mastocitos desempenham
um papel ativo na evolucdo do tumor. Duas teorias sdo propostas: 1) o0s
mastocitos estimulam ativamente o crescimento do tumor; 2) os mastocitos
alteram o fendtipo da célula tumoral. Sugerem o uso de esquemas de
tratamento que inibam a atividade dos mastocitos, em tese, ou interrompam a
proliferacdo do neurofibroma ou sua transformacao maligna.

Fundamentado no grande ndmero de mastécitos presentes em
neurofibromas e da possibilidade destes mastdcitos contribuirem diretamente
para 0 crescimento do tumor, podemos raciocinar que a utilizacdo de
medicamentos, cujo mecanismo de acdo estabilize ou bloqueie a
desgranulacdo dos mastocitos, possa evitar a liberacdo de histamina dos
granulos (KALINER, 1979). RICCARDI (1987) utilizou, em 11 pacientes,
com um ou mais neurofibromas sintomaticos, o cetotifeno em doses variaveis
de 2 a 4 mg/dia por 30 a 43 meses. Todos melhoraram do prurido ou dor e da
consisténcia das lesdes, com aparente diminui¢do do crescimento do tumor. O

autor sugere entdo que a liberacdo de substancias dos mastocitos contribui
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para o crescimento do tumor e da sintomatologia associada, e que o bloqueio
desta secrecdo pode retardar este crescimento. Esse tipo de raciocinio pode ter
fundamentos na casuistica aqui apresentada, cujo namero consideravel da
populacdo de mastocitos justifica um papel significativo na formacdo dos
neurofibromas. Conseqlientemente, substancias que inibam o metabolismo do
desenvolvimento dos mastocitos poderdo, teoricamente e possivelmente na
pratica clinica, dificultar o aparecimento dos neurofibromas, como tambem o
seu crescimento, principalmente em pacientes diagnosticados precocemente.
Quanto as contagens dos mastdcitos nos resultados das estatisticas
descritivas para os grupos controle (pele normal variando de 6 a 10 por
campos) e nos neurofibromas (variando de 16 a 153 por campos), o teste t-
student apresentou um valor de t=7,14; p=0,0000 e graus de liberdade igual a
29, 0 que demonstra que eles estdo significativamente aumentados nos
neurofibromas quando comparados com a pele normal. Estes dados estdo de
acordo com os relatados na literatura, embora nenhum trabalho anterior
contasse com uma amostra tdo significativa. Isso leva-nos a sugerir que essas
concentragdes relativamente altas de mastocitos fazem-nos verdadeiros
marcadores celulares importantes dos neurofibromas, devendo participar na

patogénese desta neoplasia. Na casuistica aqui relatada se aplica a 100%
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desses tumores. Assim, concordamos que possivelmente o0s mastdcitos
estimulem ativamente o crescimento e/ou alterem o fen6tipo da célula tumoral

GIORNO et al. (1989) mostraram evidéncias ultraestruturais de
ativacdo dos mastécitos num caso de neurofibromatose. Observaram que 0sS
neurofibromas contém fibroblastos e muitos mastocitos e que hipoteses
recentes tém ligado o crescimento do tecido fibroso aos mastocitos ativados.
Descreveram a ultraestrutura dos mastécitos e dos fibroblastos num caso de
neurofibromatose. Os mastocitos eram numerosos e mostravam sinais
evidentes de ativacdo e freqlientemente estavam associados aos fibroblastos.
Os granulos dos mastocitos podiam ser vistos no interior dos fibroblastos
("transgranulacdo™). Os fibroblastos também estavam ativados. Os resultados
sugerem que interacdes entre os mastécitos e os fibroblastos podem ser
importantes na proeminente producéo de coldgeno que existe nestes tumores.

DONHUIJSEN et al. (1992) relatam que o nimero de mastocitos tendia
a se correlacionar positivamente com a quantidade de tecido conjuntivo
mixdide e colageno, bem como com os infiltrados linfociticos. Uma analise
de regressdo linear multipla revelou uma correlacdo positiva com o grau de
malignidade e a quantidade de tecido conjuntivo em seu estudo.

Tendendo para essa abordagem, é importante considerar que a matriz

extracelular apresenta importante papel na manutencdo da arquitetura
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tecidual, morfogénese, filtracdo seletiva de macromoléculas e substrato de
ancoragem (WEWER et al., 1986) e também nos processos de diferenciacao
celular normal (BISSEL et al., 1982) e patoldgica (COTRAN et al., 1994).

Entre seus principais componentes estdo o éacido hialurbnico, a
substancia fundamental, as fibras colagenas e os glicosaminoglicanos. Pelo
fato do acido hialurdnico constituir uma das importantes barreiras contra a
invasdo de bactérias, que podem penetrar na substancia fundamental, sé
conseguem fazé-la aquelas que produzem a enzima hialuronidase,
conseguindo assim despolimeriza-lo (JOHNSON et al., 1963). A substéncia
fundamental tem um papel significativo na fisiopatologia do edema que se
forma nos tecidos e que ocorre quando a quantidade de fluidos, provenientes
das arteriolas capilares, excede a quantidade absorvida pelas células,
acumulando-se na matriz extracelular.

Algumas células possuem receptores em suas membranas, que podem
se ligar diretamente as fibras colagenas, porém a fixacdo de outros tipos
celulares é mediada por glicoproteinas de adesdo como a fibronectina,
laminina, trombospondina e outras, que tém locais de ligacdo para a
membrana celular e para colageno ou glicosaminoglicanos da matriz
extracelular. Sua principal funcdo é manter a adesdo das células ao seu

substrato, porém também influenciam o estado de diferenciacdo das células e
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a organizacdo do seu citoesqueleto. Diferem dos proteoglicanos pela sua alta
proporcao de proteinas e pela natureza de sua cadeia lateral polissacaridica.

Assim, alem da compreensdo dos fatores de regulacdo do crescimento e
desenvolvimento dos neurofibromas, torna-se importante um conhecimento
avancado da celularidade e interacdo celula/matriz extracelular, podendo se
especular o que tais conhecimentos trariam de beneficio ao paciente com NF.

UITTO & PEREJDA (1987) examinaram um total de nove
neurofibromas cutaneos pelos meétodos morfolégico e bioquimico e
concluiram que o componente predominante da matriz extracelular é o
colageno, o qual compreende aproximadamente 70% do tecido (peso seco),
3% de proteoglicanos e menores quantidades de fibras elésticas,
demonstrados pelos métodos estruturais e bioquimicos.

A distribuicdo e a natureza da matriz protéica extracelular no tecido
neurofibromatoso foi estudada pela imunoflorescéncia indireta e microscopia
imunoeletronica por FLEISCHMAJER et al. (1985), demonstrando uma
notavel caracteristica. Observaram uma extensa rede de membrana basal
localizada principalmente ao redor das células de Schwann e dos pequenos
vasos sangliineos. Os dados indicam que as células de Schwann contribuem

consideravelmente para a producdo da matriz no neurofibroma.
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Na seqiiéncia, a aplicacdo de técnicas imunohistoquimicas que utilizam
anticorpos altamente especificos para coldgeno permitiram novos estudos
comparativos na distribuicdo e deposicéo de tipos geneticamente diferentes de
colageno na NF (GAY et al, 1983).

A quantificacdo dos diferentes componentes da matriz extracelular pela
observacdo direta demonstrou, em nosso material, uma alta celularidade
associada a elevada densidade dos componentes fibrosos, com escassez ou
quase auséncia de substancia fundamental amorfa, compactacdo de fibras
colagenas do tipo I e grande quantidade de colageno tipo Ill, fatos esses
pobremente estudados na literatura consultada no que se refere a
neurofibromatose. Os estudos de FLEISHMAJER et al. (1985), mostrando
uma extensa rede de membrana basal, sdo compativeis com o0s nossos achados
de grandes quantidades de colageno do tipo Il (tabela 9), uma vez que ¢
sabido que este tipo de colageno aparece associado a lamina basal como
constituinte da pars fibroreticularis da membrana basal (ANDRE, 1998b). Ja
a auséncia completa de elementos do sistema elastico (tabela 9) de nossa
casuistica contradiz um pouco os achados de UITTO & PEREJDA (1987), o
que poderia ser explicado pelo fato da nossa amostra incluir exclusivamente
neurofibromas de pacientes diagnosticados como NF1. Esta pode ser uma

caracteristica histopatoldgica exclusiva da NF1 em relacdo as demais, o que
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deveria ser melhor investigado. Os resultados assim apresentados em nosso
material, isto é, as diferencas na distribuicdo e organizacdo dos componentes
fibrilares da matriz nas lesbes mostram que 0s graus de agregacao ou
dispersdo da trama molecular fibrosa dos coldgenos na matriz das lesdes,
quando comparados a matriz normal, podem ser indicativos morfologicos de
respostas da matriz a lesdo, ja que a proliferacéo celular € um fato a ser levado
em conta em ambas as lesdes (benignas ou malignas). Estas proliferacoes,
sejam de natureza maligna ou ndo, sempre promovem alteracOes localizadas
na estrutura, cuja matriz devera responder com remodelacdes regionais.

As diferencas na remodelacdo regional (particularmente as variacoes
nas quantidades de SFA e do coldgeno do tipo I) observadas em nossa
casuistica (tabela 9) poderiam estar associadas as variagc6es etarias, sexo, tipo
e local do neurofibroma. Estas variacbes ndo apresentaram nenhuma
correlacdo positiva ou negativa quando comparadas a idade e sexo,
informac6es constantes do protocolo de nosso estudo. Ja a correlacdo com o
tipo e local do neurofiboroma ndo poOde ser estabelecida, considerando a
auséncia destes dados em nosso protocolo de entrada do material no
laboratorio de histotecnologia, cujas amostras foram processadas e merecem

maior investigacao.

Antonio, Jodo Roberto. Neurofibromatose: estudo genético-clinico, avaliagdo quantitativa dos mastdcitos e
dos componentes da matriz extracelular em neurofibromas.



Discussdo - 120

Com todos esses resultados, podemos raciocinar que a utilizagdo de
medicamentos, cujos mecanismos de acOes estabilizem ou blogueiem os
mastocitos e promovam remodelacdes dos componentes alterados da matriz
extracelular, pode interferir no desenvolvimento dos neurofibromas. Esse
tipo de raciocinio pode ter fundamentos na casuistica aqui apresentada, cujo
nimero consideravel da populacdo de mastocitos e as diferencas na
distribuicdo e organizacdo dos componentes fibrilares da matriz extracelular
nas lesdes justificam um papel significativo dos mesmos na formacdo dos
neurofibromas, principalmente em pacientes diagnosticados precocemente.
Esses fatos constituem um inicio das possibilidades terapéuticas em uma

patologia ad eternum para o portador dessa doenca.

4.2. PERSPECTIVAS FUTURAS QUANTO A TERAPEUTICA

OU O CONTROLE DA NEUROFIBROMATOSE

Conforme relatado anteriormente, a analise clinica e genética da NF
proporciona uma nova estrutura para sua avaliagdo e tratamento. A
identificacdo dos genes da NF1 e NF2 permitiu uma melhor compreensao da

base molecular da doencga. As continuas pesquisas das fungbes dos produtos

Antonio, Jodo Roberto. Neurofibromatose: estudo genético-clinico, avaliagdo quantitativa dos mastdcitos e
dos componentes da matriz extracelular em neurofibromas.



Discussdo - 121

génicos de NF1 e NF2 possibilitaram uma melhora no diagndstico e no
acompanhamento dos individuos afetados. Mas, apesar dos avancos desses
estudos relacionados a NF até o momento, o diagnostico da NF1 e NF2 é
ainda fortemente baseado nos critérios clinicos. Nenhum tipo de tratamento
médico estd disponivel para prevenir ou reverter lesdes caracteristicas da
NF1l. Ao invés disso, o acompanhamento médico esta centralizado no
aconselhamento genético e na deteccdo precoce das complicacfes que possam
ser tratadas. A cura definitiva para um doenca herdada pode ser a terapia
génica, entretanto, esse tipo de terapia para NF1 deve ser dificil por varias
razdes. Em primeiro lugar, por a NF1 ser uma doenga autossémica dominante,
0 sucesso da terapia génica pode exigir uma correcdo do alelo mutante NF1.
A anélise de mutacdo em NF1, no entanto, mostra que a maioria das
mutacOes identificadas deveria causar uma neurofibromina gravemente
alterada. Isso sugere que a NF1 possa resultar de uma dosagem insuficiente da
neurofibromina normal. Se isto for verdade, a introducdo de um alelo NF1
normal pode ser Util na realizacdo da terapia sem a correcédo do alelo mutante.
Em segundo lugar, a NF1 freqlientemente envolve multiplos tecidos com uma
alta variacdo. Seria muito dificil reproduzir o gene NF1 normal nos tecidos
alvos. Isso poderia ser realizado somente por terapia génica em linhagem

germinativa, sobre o qual ainda hd muitos debates éticos. Terceiro, existem
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dificuldades para criar um modelo animal satisfatorio, embora varios modelos
em diferentes espécies tenham sido relatados. Entretanto, o envolvimento de
genes modificados, que atuam na expressdao do gene NF1, pode dificultar
ainda mais a obtencdo de tal modelo animal para a terapia génica. Novos
conhecimentos da funcdo do gene NF1 podem também auxiliar o

desenvolvimento de novas terapias para a NF1.

No que se refere aos mastocitos, sugerimos que a liberacdo de
substancias préprias deles contribui para o crescimento do neurofibroma e da
sintomatologia associada, e que o0 seu blogueio pode retardar este
crescimento. Esse tipo de raciocinio pode ter fundamentos no nimero
consideravel de mastocitos, o que justifica um papel significativo na formacgéo
dos neurofibromas. Conseqientemente, medicamentos que inibam o
metabolismo do desenvolvimento dos mastocitos poderdo, teoricamente e
possivelmente na pratica clinica, dificultar o aparecimento dos neurofibromas,
como tambeém o seu crescimento, principalmente em pacientes diagnosticados
precocemente.

Novos métodos para a caracterizacdo dos mastocitos pela coloracdo dos
seus granulos com a avidina e a localizacdo dos receptores Fc para IgE na
membrana tém sido explorados. Tais procedimentos deverdo ajudar na

compreensdo dos parametros envolvidos na modulacdo do crescimento celular
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nos neurofibromas. Abordagens futuras no estudo da dinamica celular nestes
tumores deverdo incluir a deteccdo de mastdcitos ativados (degranulados), das
células de Schwann e os efeitos dos produtos dos mastocitos sobre a
expressdo do gene do colageno.

Um dos aspectos principais relacionados com a biologia do colageno
consiste nos mecanismos responsaveis no controle do deposito do colageno
nos tecidos. As consequéncias de um acumulo descontrolado podem
ocasionar as alteracGes observadas em lesdes béasicas de determinadas
doencgas, como ocorre nos neurofioromas na NF. De acordo com as
consideracgdes teoricas, o depdsito de colageno nos tecidos poderia entdo ser
controlado em diferentes niveis da biossintese ou degradacdo, tipo de
secrecdo e conversdo das formas precursoras do coldgeno ou pela remocéo
das fibras colagenas extracelulares.

A inibicdo da producdo pro-colagena em culturas de fibroblastos da
pele humana, a curto prazo, é pouca seletiva e praticamente nenhum efeito foi
notado na sintese da proteina ndo colagénica ou na expressao dos genes nao
colagénicos, o que ¢é determinado pela abundancia da beta-actina e dos niveis
de RNAm para fibronectina (KEENE et al., 1988). Assim, avanc¢os no uso de
medicamentos que possam alterar o balanco entre a producdo de colageno e a

degradacdo das proteinas para o tratamento da condi¢Bes fibrdticas
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(RYYNANEN et al., 1992; Christiano et al., 1992) poderiam atuar nas lesdes
tumorais da NF.

Outro aspecto sdo os mecanismos segundo 0s quais 0s hormonios
regulam a expressdo dos genes para o colageno, os quais ndo se conhecem
com precisdo em todos os casos, porém, existem diversas alteracdes
endocrinoldgicas que afetam significativamente a quantidade de colageno
encontrada nos tecidos conjuntivos (KIVIRIKKO, 1970; UITTO &
PROCKOP, 1975). Assim, torna-se importante o efeito de diversos
medicamentos relacionados a isso. Como exemplo, citamos a acdo dos
corticdides sobre o colédgeno da derme e de outros tecidos conjuntivos. A
biossintese do colageno € inibida pela hidrocortisona e por varios
corticosteroides fluorados utilizados na clinica dermatologica (CUTRONEO
et al.,, 1981; OIKARINEN & UITTO, 1985). Essa inibicdo é muito mais
pronunciada com os corticosteroides fluorados do que com a hidrocortisona
(PONEC et al., 1979; CUTRONEO et al., 1981). O resultado final dessa
inibicdo consiste na diminuicdo da quantidade de coldgeno neossintetizado, o
que talvez explique os efeitos colaterais dos corticosteroides no tecido
conjuntivo como, por exemplo, a atrofia da derme, freqiientemente observada
apos a aplicacdo intralesional ou topica prolongada de corticosteroides

fluorados (STEVANOVIC, 1972; BOOTH et al., 1982).
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Assim, conforme citado anteriormente, a matriz extracelular apresenta
importante papel na manutencdo da arquitetura tecidual, morfogénese,
filtracdo seletiva de macromoléculas e substrato de ancoragem e também nos
processos de diferenciacdo celular normal e patoldgica. Nos neurofibromas, a
matriz extracelular é composta de fibras colagenas, com deposicdo de
material mucinoso nos espacos interfibrilares, evidenciando que o
crescimento e o desenvolvimento dos neurofibromas apresentam essas
dependéncias. Conseqlientemente, um modo de tratar farmacologicamente
esses elementos também poderiam limitar o crescimento e o desenvolvimento
dos neurofibromas.

E aqui assinalada a possibilidade do uso bem direcionado da terapia
génica ou de algum farmaco, cujo mecanismo de acdo venha ser,
potencialmente, mais uma proposta de beneficio para os pacientes com NF,

promovendo uma certa esperanca de controle ou de alivio dessa enfermidade.
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As caracteristicas principais ou “major” foram observadas em todos
0s pacientes. Os neurofiboromas e nddulos de Lisch foram

considerados exclusivos da NF.

A macrocefalia foi observada em 50% da amostra e isoladamente,

ndo pode ser considerada caracteristica de NF. Os outros sinais

observados foram considerados como complicagdes.

e A guantidade de mastocitos nos neurofibromas, quando comparada
a da pele normal, mostrou-se elevada.

e A matriz extracelular nos neurofibromas apresentou-se alterada
em comparagao com a pele normal.

e Nos neurofibromas houve uma alta celularidade associada a

elevada densidade dos componentes fibrosos, particularmente do

colageno tipo Ill, com escassez ou quase auséncia de substancia

fundamental amorfa e auséncia de material elastico.
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e Os graus de agregacdo ou dispersdo da trama molecular fibrosa
dos colagenos do tipo | e tipo Il parecem ter um papel significativo
na formacéo dos neurofibromas.

e Os achados do presente trabalho podem colaborar com estudos

relacionados a terapéutica de NF.
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ANEXOS



ANEXO 1

A HISTORIA DO "HOMEM ELEFANTE"

Conforme relatado anteriormente,o interesse pela neurofibromatose
teve um despertar em 1884, o que pode ser atribuido ao relato de Sir
Frederick Treves, cirurgido inglés, sobre seu paciente Joseph Carey
Merrick, entdo com 22 anos, que desde sua infancia era cruelmente
explorado por seu irmao que o apresentava ao publico, em um circo, com o
nome de "o homem elefante”, (HOWARD e FORD, 1980). Merrick
apresentava deformidades cutaneas e ésseas, como aumento do tecido
subcuténeo, crescimento de mudltiplas papilomatoses, extensas exostoses
0sseas e hipertrofia dos membros. Tinha uma doencga do quadril que foi
atribuida a tuberculose mas, provavelmente, tratava-se de lesdes 0Osseas
cisticas; como também uma sintomatologia do tipo bronquite desenvolvida
pelo paciente que poderia ter sido doenca cistica pulmonar. Analisando a
descricdo de Sir F. Treves, concluiu-se que Merrick, talvez o mais famoso
portador de uma doenca neuroldgica da época, tinha extensas lesdes tipo
neuromas plexiformes, fibromas cutaneos pedunculados, hiperostose,
acentuada cifoescoliose e elefantiase dos membros,o que foi descrito em
um artigo dermatologico da época como uma forma atipica de
neurofibromatose. Devido as essas deformidades que o paciente foi
cognominado "O Homem Elefante”, cuja histéria foi comovidamente
documentada (Treves F: The Elephant Man and Other Reminiscences,
London, Cassell and Col, 1923). O mais tragico de todos os aspectos do
caso foi, sem duvida, a grande inteligéncia de Merrick e consciéncia total
de sua enfermidade. Era obrigado a dormir sentado por causa do peso de
sua cabeca, mas tinha um grande desejo de dormir como as outras pessoas
porém, quando tentava, experimentava um comprometimento respiratorio
insuportavel. Em abril de 1880 Merrick internado no London Hospital, foi
encontrado morto em seu leito. Sua morte foi atribuida a asfixia por
compressao da traquéia pelo peso da cabeca, todavia, como ele estava em
decubito dorsal e ndo havia sinal de desarrumacdo em seu leito, supde-se
que tenha sofrido deslocamento atlantoaxial com compressdo medular por
uma atitude expontanea e voluntaria do proprio Merrick,que ndo suportava
mais viver (SADDY et al.,1986). Inspirado nesse relato, surgiu um filme
“O Homem Elefante” que narra a historia da dignidade humana frente a
uma enorme deformidade fisica.

Merrick foi considerado como uma forma atipica de
neurofibromatose, sendo este diagndstico recusado posteriormente. Sabe-se
atualmente que ele era portador da recentemente descrita "Sindrome



Proteus" (CLARK, 1987), cujas caracteristicas incluem pele e tecido
subcutaneo adelgacados (particularmente nas médos e nos pés), hiperplasia
plantar, nevus epidérmico linear, hamartomas de tecido conjuntivo ou
lipomas volumosos ou massas subcutaneas inespecificas, macrocefalia e
hipertrofia dos ossos longos e escolioses (COHEN, 1988). A Sindrome
Proteus recebeu esta denominacdo por seus aspectos semelhantes ao deus
Proteus da mitologia grega, cujas caracteristicas eram a de uma pessoa que
poderia adotar varias formas durante seu desenvolvimento corporal, fato
este ocorrido nesse paciente porem ndo observado em nenhum dos nossos
casos como também nos descritos na casuistica citada por outros autores
(HUSON, 1994). Concluindo, a Sindrome Proteus é um distarbio
hamartomatoso raro, diferente da neurofibromatose (NF-1), erroneamente
atribuida a doenca de Joseph Merrick, que foi chamado de "homem
elefante”, termo pejorativo que infortunadamente tem acompanhado os
portadores da NF-1 por todos esses anos, quando afetados pelos tumores e
alteracOes desfigurantes (CLARCK, 1994). Embora J.C.Merrick tenha sido
0 primeiro paciente com sindrome Proteus diagnosticada erroneamente
como NF-1, certamente ndo serd o ultimo. Na literatura, cerca de 50 casos
ja relatados como sindrome Proteus foram inicialmente designados como
NF (CLARCK, 1987; 1994). Esta confusdo se deve ao fato de que a
sindrome Proteus é desconhecida pela maioria dos clinicos e mais
lembrada pelos geneticistas e pelos que se dedicam aos estudos da NF (os
quais séo, relativamente, em pouco nimero).

Esse caso tema de livro e filme, ao expor a historia triste e
degradante de um ser humano disforme e inteligente, com dores intensas e
uma angustia frente a sua aparéncia repulsiva, porém com um interior
carente de amor e sentimentos afetivos, aumentando enormemente seu
sofrimento, serviu para estigmatizar o termo neurofibromatose.

Véarios pacientes portadores de neurofibromatose, que tomaram
conhecimento dessa historia, nos chegaram com a angustiante pergunta se
os filhos que gerarem seréo ou ndo um "homem elefante™. Nao é justo, nem
histéricamente correto estigmatizarmos esta moléstia que incorretamente
foi assim comparada e denominada. Dai a necessidade de esclarecimento
aos médicos e leigos que ignoram este fato, para que evitem esse termo
pejorativo, angustiante, deprimente, discriminatorio, estigmatizante,
vergonhoso e humilhante para o0s pacientes que sofrem de
neurofibromatose, e nos procuram, suplicantemente, a procura de um apoio
médico e humano.



ANEXO 2

DADOS HISTORICOS SOBRE A NEUROFIBROMATOSE
RELATADOS CRONOLOGICAMENTE

Nos séculos XIII e XVI surgem na literatura, 0os casos mais antigos,
descritos por MADIGAN, SCHAW, MASELLO em
"Neurofibromatosis in 13" Century and Report of NF-like Case -
Monstrorum History"- in Neurofibromatosis, vol.1 e 2, 1988.

1785 - MARK AKENSIDI apresenta relatos maiores referentes a um
paciente apelidado de homem verruga (“wart man"), com nodulos
cutaneos, manchas nas pernas, escaras, prurido e uma cabeca enorme.

1803 - ODIER introduz o termo neuroma para descrever enfaticamente
0 envolvimento nervoso do tumor.

1830 - SCHWANN descreve o predominio das células da bainha do
nervo nos neurofibromas.

1847 - VIRCHOW relatou neuromas em varios membros de uma
mesma familia e, em 1863, dividiu os tumores dos nervos periféricos
em neuromas verdadeiros (que conteriam elementos nervosos) e falsos
(originarios do tecido conjuntivo da bainha dos nervos).

1849 - ROBERT SMITH relata dois casos de pacientes com neuromas,
semelhantes aqueles descritos, posteriormente, por von Recklinghausen
em 1882.

1870 - GENERSICK publica a propoésito de um caso de multiplos
neuromas associados a lesGes cutaneas e viscerais (nos rins, ureteres e
estdbmago) e cifoescoliose.

1873 - VON MICHEL, pela primeira vez, reportou um paciente com
glioma otico.

1878 - GERHARDT relata, pela primeira vez, o envolvimento do trato
urinario em portadores de neurofibromas generalizados.

1880 - MARCHAND e, em 1881, WEISCHSELBAUM, dois
patologistas, relataram tumores da supra-renais associados a
pigmentacdes sugestivas de portadores de neurofibromas (NF).
WEISCHSELBAUM baseou-se na autdpsia de um paciente de 76 anos
de idade com multiplos neuromas, encontrando um ganglioneuroma na
supra-renal, interpretando esse tumor como produto do crescimento de
tecidos embrionarios.



1882 - FRIEDERICH DANIEL VON RECKLINGHAUSEN
reconheceu a NF como entidade nosologica ao descrever dois casos de
neurofibromatose multipla, um dos quais foi a necropsia. Postulou que
os tumores ao longo dos grandes nervos periféricos e tambem os falsos
neuromas da pele provinham do tecido conjuntivo da bainha dos nervos
e dos plexos nervosos, particularmente do perinervo e do endonervo;
também descreveu areas pigmentadas na pele, mas aparentemente nédo
incluiu as manchas "café-com-leite” como parte da doenca; frisou que
raramente tumores de sistema nervoso central eram acompanhados das
manifestacbes cutédneas. Nenhum dos pacientes tinha manifestacdes
neuroldgicas, exceto baixo nivel de inteligéncia.

1884 - SIR FREDERICK TREVES relatou, com grandes detalhes, a
vida de seu paciente Joseph Carey Merrick, entdo com 22 anos de idade,
com deformidades cutaneas e 0sseas, que era cruelmente apresentado
em circos cognominado como o "homem elefante” e diagnosticado,
erroneamente por décadas, como uma forma atipica de NF. Isso foi tema
do livro e do filme "The Elephant Man", que narra a sofrida histéria de
um homem disforme, de aspecto repugnante, porem inteligente, carente
de amor e de afetividade. Atualmente ficou evidente que ele ndo tinha
NF e sim a Sindrome Proteus. Esse triste fato estigmatizou a NF com a
figura do chamado “homem elefante”.

1892 - HAMILTON, em seu livro "Lectures on Tumors from a Clinical
Standpoint”, 2nd ed. Detroit G.S.Davis, publica a primeira ilustracdo
sobre NF.

1896 — MARIE & BARNARD e CHAUFFARD foram os pioneiros em
indicar a pigmentacdo macular como um sinal além do neurofibroma.

1900 - THOMSON salienta o carater hereditario da NF.

1901 - ADRIAN descreveu a transmissao hereditaria da NF em 20% dos
casos por ele pesquisado.

1909 - SUZUKI foi o primeiro a apontar a associacdo da NF com
feocromocitoma.

1910 - VEROCAY sugeriu 0 nome de neurinoma a esses tumores
nervosos e postulou sua origem a partir de células indiferenciadas
(neuroectodermicas), capazes de dar origem aos varios tipos de tumores
da doenca de von Recklinghausen.

1911- GREGGIO publica a presenca de grande namero de mastocitos
nos neurofibromas.

1916 - HENSHEN identificou a alta incidencia de neuromas bilaterais
no nervo acustico como parte da doenca.



1917 - CUSHING estabeleceu meningiomas mdaltiplos e neuromas
bilaterais no nervo acustico como componentes da NF.

1918 - PREISER & DAVENPORT estabeleceram que a doenca ndo era
ligada ao sexo e que obedecia a lei de Mendel como um carater
dominante.

1924 - BROOKS & LEHMAN classificaram, pela primeira vez, as
alteracdes esqueléticas na literatura americana.

1924 - HARRISON identificou a origem das celulas de Schwann na
crista neural.

1931 - HOSOI, com base em dados da literatura, calculou a incidéncia
de degeneracdo maligna em cerca de 13% dos casos publicados e
tabulou principios para o tratamento cirurgico da NF: 1. a excisdo
parcial do neurofiboroma pode estimular sua malignizacdo; 2. apds
completa excisdo de um neurofibrossarcoma outro neurofibroma pode
tornar-se maligno; 3. ap0s cirurgia, recorréncias locais ou regionais sdo
comuns; e 4. metastases a distancia sdo raras.

1933 - POHL relata, pela primeira vez, um paciente com meningocele
toracica e NF.

1937 - LISCH descreve outra manifestacdo clinica da NF: nddulos na
superficie da iris tipo elevacbes de aspecto gelatinoso e de forma
arredondada, caracteristicamente NUMerosos, de natureza
hamartomatosas, variando em coloracdo de transparente ao amarelo ou
marrom, bilaterais e bem definidos. Merecidamente recebeu o seu
nome: nédulos de Lisch.

1937 - DUCROQUET (apud KLATTE et al.,, 1976) associa, como
primeiro relato, a pseudo-artrose por ele encontrada em nove dentre
onze pacientes com NF.

1940 - DAVIS estabeleceu o glioma ético como parte da doenca.

1940 - REUBI & FEYRTER reconheceram uma relagéo direta entre NF
e lesdo vascular, como uma tendéncia proliferativa de tecidos néo
nervosos ou um desenvolvimento blastomatoso dos vasos préprios dos
nervos. De acordo com REUBI, a lesdo vascular resultaria entdo de uma
proliferacdo geral de tecidos ndo nervosos, enquanto FEYRTER
acreditava que ela representava um desenvolvimento blastomatoso dos
vasos préprios dos nervos. Mais recentemente, investigacdes ultra-
estruturais sugerem que a lesdo vascular pode ser devido, em parte, a
uma displasia mesodérmica (GREENE et al., 1974).

1952 - GLENN et al. descrevem uma paciente com NF e hipertensao
arterial e coarctacdo da aorta abdominal.



1959 - SZABO reconheceu, microscopicamente, 0os granulos gigantes
pigmentados nos melandcitos como uma caracteristica da doenca.

1963 - ISRAEL-ASSELAIN & DEVIES identificaram alteracdes
cisticas e fibrose pulmonar como parte da doenca.

1963 - RUSSEL & RUBENSTEIN observaram que dois tipos
morfologicos de neoplasias, neurofibroma e schwannoma, podem ser
encontrados juntos (fundidos) numa Unica e grande massa, e que cada
um dos componentes pode mostrar evidéncia histologica de
malignidade.

1965 - HALPERN & CURRARINO enfatizam a estenose renal como
causa de hipertensdo em NF.

1967 - ROSMAN & PEARCE identificaram alteracOes da arquitetura
cortical associadas a deficiéncia mental em pacientes com NF.

1972 - BRASFIELD & DAS GUPTA, em 110 pacientes, identificaram
29% de transformacdo maligna para tumores da bainha nervosa e 15%
para tumores epiteliais, e encontraram igual distribui¢do entre 0s sexos.
Outros autores haviam anteriormente observado maior incidéncia no
sexo masculino (PREISER & DAVENPORT, 1918 e CANALE et al.,
1972).

1972 - BRICAIRE et al. apontam que o mérito de se ter dado atencéo a
associacdo de acromegalia e NF pertence, inequivocamente, a DE
CASTRO (1934), ao descrever um caso de um homem de 33 anos com
multiplos neurofibromas cutaneos (aproximadamente 67 tumores),
deformidades acromegalias da face e maos e escoliose evidente. A
suspeita de um tumor cerebral teve como base as queixas de dores de
cabeca associadas a glicosuria, disturbios oculares com atrofia Otica
bilateral e radiografia evidenciando sela turcica alargada em todas
direcdes. A necropsia confirmou a existéncia de um tumor de hipofise
formando saliéncia dentro da cavidade craniana.

1972 - CHAVES et al. estudaram os dermatoglifos nos dedos de dois
pacientes encontrando padrdo de alca em 90% (alca cubital 50% e alca
radial 40%) e 10% padrao de arco. Comparando com os do controle
normal, referiram ao predominio da alca radial seguido pela de arco,
mas ndo concluiram por julgarem muito pequeno o numero de pacientes
em estudo.

1974 - SCHENKEIN et al. identificaram atividade estimuladora de
crescimento nervoso no soro de pacientes com a enfermidade.

1976 - ISAACSON estudou a concentracdo e a distribuicdo dos
mastdcitos em 132 casos de tumores benignos derivados da bainha



nervosa e verificou que, com raras excecOes, 0os neurofibromas sdo
caracterizados por uma alta concentracdo de mastdcitos difusamente
distribuidos.

1977- JURECKA et al. apontam, histopatologicamente, que 0s nucleos
de mastocitos representam aproximadamente 5% de todos os nucleos
presentes nos neurofibromas.

1980- GHOLAM et al. apontaram a experiéncia na terapéutica do
glaucoma congénito da NF, que é o mesmo daquela usada para 0s outros
tipos de glaucomas congénitos, porém com progndstico pior. Ressaltam
que o glaucoma congénito foi primeiramente relatado como uma
complicacdo da NF dois anos apos von Recklinghausen estabelecé-la
como entidade nosoldgica.

1982- RICCARDI classificou a NF em oito tipos com designacoes,
caracteristicas clinicas e padrbes de heranca.

1986- CAREY et al. propuseram que a NF fosse classificada em apenas
cinco tipos, com base nas caracteristicas clinicas distintas e nas
implicacdes genéticas para o paciente.

1987- RICCARDI sugere que a liberacédo de substancias dos mastocitos
contribui para o crescimento do tumor e da sintomatologia associada e
que a utilizacdo de medicamentos que bloqueiem essa secre¢do possa
retardar esse crescimento.

1987 - BARKER et al. e SEIZINGER et al. mapearam o gene da NF-1
na regido pericentromérica do cromossomo 17.

1988 — O National Institute of Health (NIH) estabelece critérios de
diagndsticos para NF.

1989 - COLLINS et al, DIEHEL et al., FOUNTAIN et al,
O’CONNEL et al. e STEPHENS et al. determinaram a regido em que 0
gene NF1 esta localizado, no brago longo do cromossomo 17

1990 - CAWTHON et al., VISKOCHIL et al. e WALLACE et al.
mapearam 0 gene em 17gl11.2 e efetuaram estudos que facilitaram o
desenvolvimento do isolamento, clonagem e a caracterizacao do gene.

1990 - ROULEAU et al. e WOLF et al. localizaram o gene NF2 na
banda g.1.2 do cromossomo 22 e presumiram que ele atua como um
gene supressor.

1993-ROULEAU et al. e TROFATTER et al. clonaram o gene NF2,

1993 - LEGIUS et al. e ANDERSEN et al. concluiram que o NF é um
gene supressor.



e 1994 - COLLINS et al., em estudos mais especificos, mapearam mais
precisamente 0 gene NF1em 17qg11.2.

e 1994 - GOLONI-BERTOLLO et al.,, em artigo de revisdo sobre
avaliacdo geneética-clinica em NF, quanto a expressividade e a
heterogeneidade nesta doenca, destacam que ha pelo menos trés niveis
de variagéo:

- aexpressividade temporal, caracteristicas clinicas progressivas;

- a expressividade individual, altamente varidvel em suas
manifestagdes de um individuo para outro; e

- a heterogeneidade genética ou fisiopatoldgica, extensas diferencas
entre as manifestacdes de alguns pacientes ou familiares.

Concluiram da importancia de um diagndstico mais especifico nos
diferentes tipos que compreendem categorias com caracteristicas genético-
clinicas semelhantes.

e 1994 - HUSON classifica as caracteristicas clinicas da NF em "major",
"minor” e complicacdes associadas com base nos critérios diagnosticos
da National Institute of Health (1988).

e 1996 - VALERIO, em dissertacdo de mestrado, prop6s uma
classificacéo psicossocial de NF.

e 1997 a 2001 - Séo realizadas inumeras pesquisas para a deteccdo de
mutacdes do gene NF-1, com a finalidade de correlacionar fenétipo com
0 genotipo.

Muitas contribui¢Ges tém expandido nossos conhecimentos sobre a
NF mas, ainda que se tenha passado mais de um século de sua completa
identificacédo, ela continua a nos desafiar, tanto por ndo conhecermos sua
patogénese completa como por ndo podermos interromper o seu curso.
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ANEXO 4
CEPAN - Centro de Pesquisa e Atendimento em Neurofibromatose
Faculdade de Medicina de S&o José do Rio Preto

Protocolo de Neurofibromatose

I
Data

Protocolo NF ne. Familia RG HB n°.

| - Identificagéo

Nome:

Data Nasc. Idade: Sexo: Cor:

Profissao:

Naturalidade: Procedéncia:

Endereco:

Fone contato:

Il - Dados Familiares
1

Nome do Pai:

Data Nasc. Profisséo:
Nome da Mée:

Data Nasc. Profisséo:

I11 - Antecedentes Pessoais

Pré-Natal:

RN:

Escolaridade: Dificuldades:

Doencas Prévias:

Medicamentos em Uso:
Habitos: Fuma: [ ] Bebe: [ ]
Outros:




IV - Antecedentes Familiares

Patologias:

Consanguinidade: [_] Sim

[ ] Nao

Tipo:

Heredograma:

V - Exame Fisico

V.1 Exame Genético-Clinico

1. Manifestacdo da NF:

2. MCCL:

desde os

L

anos

Localizacdo:

Quantidade:

Tamanho:

Pigmentacao:
3. Sardas Axilares:

4. Neurofibroma:

[ ] Hipo
[ ] Unilateral
[]

[ ] Hiper
[ |Bilateral

Localizacao:

Quantidade:

Tamanho:

Pigmentacdo:

L]

Textura:

Plexiformes:
Difusos

[ ] Nodulares

[ ] Difusos

Histopatoldgico:

L]

Lamina n°.

Contagem de Mastocitos:

Matriz Extracelular: Subst.Fundamental:
Coléageno I:
Colageno IllI:
Sist.Elastico:




5. Outros Tumores:

6. Deformidades Osseas: [ ]
Tipo Clinico

Localizacao:

7. Documentacio Fotografica: []

8. Estudo Citogenético

sim [ ] nio [ |
Estudo de DNA para Estudo Molecular
sim [ ] nio [ ]

V.2 Exame Oftalmoldgico
1. Tratamento Prévio:

Cirurgia: [] Tipo:
Oclusdo: [ ] oD OE
Oculos: [ ] oD: cc cil Adicio
OD: cc cil Adicao
2. Acuidade Visual:
Sem correco: [ ] oD OE
Com correcio: [ ] oD OE
3. Refragao:
Dinamica: OD cc cil OE cc Cil
Estatica: OD cc cil OE cc Cil
4. Desvios []
Tipo:
Rotacbes: OD RS RI RM RL Ol 0S
OE RS RI RM RL 0] 0S
5. Orbita:

Exoftalmometria: oD OE




6. Biomicroscopia:

8. Fundoscopia:

a. Palpebras:
Ptose: [ ] oD OE
Neurofibroma: [ ] oD OE
Plexiforme: [ ] oD OE
MCCL: [ ] oD OE
Outros:

b. Conjuntivas:
Neurofibromas: [ ]oD OE
Outros:

c. Esclera:
Neurofibromas: [ ]oD OE
Outros:

d. Cérnea:
Ceratocone: [ ]oD OE
Espes. de Nervos [ ]oD OE
Outros:

e. Iris:
Nodulos de Lisch: []
Quantidade: oD OE
Outros:

f. Cristalino
Catarata: [ ]JoD OE

Papilas:

Macula:

Retina:
9. Gonioscopia:
10. Fluoresceinografia:
11. Carpimetria:

12. Outros:

[ ] oD
[ ] oD
[ ] oD

OE
OE
OE




V.3 Exame Neurolégico

Achados:

Exames Comp. EEG Mielografia | Liquor | Eletroneuromiografia | Artériografia

[] [] [] [] []

V.4 Exame Otorrinolaringologia

Audiometria: []
Achados:
a. Pescoco:
Linfonodos: [ ] Localizacao:
Alteracdo Tireoide: [ ] Tipo:
Obs:
b. Alteracdo Laringe: [ ]
Cordas vocais Epiglote Falsas cordas Aritenoides Fossa
[] [] [] [] Piriforme
[]
Obs:
c. Alteracdo Boca e Orofaringe: [ ]
Lingua ‘ Amigdalas ‘ Palato ‘ Faringe
L] [] L] L]
Obs:
d. Alteracdo Nasofaringe: [ |
Abobada [ ] Parede lateral [ | Fosseta Rosenmuller [_]
e. Alteracdo Nariz e Seios Paranasais: [ |
Septos [_] Cornetos [ | Meato [ ]

Obs:
f. Alteragdo Ouvidos: [ ]
Septos [_] Cornetos [ | Meato [ ]




ANEXO 3

Modelo de Protocolo de Contagem de Mastocitos.

PROTOCOLO N° PACIENTERG NP
AUMENTO: LAMINA N° N° DE CAMPOS
ESPESSURA DOSCORIES ORGAQ:

MERA1968






