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Resumo

Recentemente, verificou-se que a classificacao tdasores de bainha de nervo
periférico (TBNP) é arbitraria, e por isso, os mesrém sido agrupados simplesmente
como TBNP benignos ou malignos. Outras neoplasiagerd ser levadas em
consideracdo quando surge o diagnéstico destesrdam{@ que eles apresentam
conformacdo morfologica similar aos hemangiopencés e fiboromas. Quanto ao
diagndéstico imuno-histoquimico (IHQ), uma variedatgemarcadores para identificar
células de origem neural periférica, como as pmagiS-100 e a glial fibrilar acida
(GFAP) sdo amplamente utilizados, com o intuiteialide diferenciar os TBNP. O
objetivo deste trabalho é o de determinar a frecjaérdos TBNP de cées,
diagnosticados pelo Setor de Patologia VeterindaaUniversidade Federal do Rio
Grande do Sul, além de determinar quais ragas, f&xas etarias e locais do corpo do
animal sdo mais acometidos. Com base nesses dabfjva-se descrever as
caracteristicas histologicas, IHQ e progndsticastade neoplasias na populacao
estudada. Um estudo retrospectivo foi realizado aagivos do SPV-UFRGS no
periodo de janeiro de 2000 a dezembro de 2012. Shrizio de todos os cées
diagnosticados com TBNP foi revisado, assim conkevantamento do que aconteceu
com estes animais apos o diagnostico da neopMsias laminas foram coradas pela
hematoxilina e eosina, tricromio de Masson e aalltauidina para classificacdo
histoldgica. Para a IHQ, utilizaram-se os anticergoti-vimentina, anti-proteina S-100,
anti-actina, anti-GFAP, anti-von Willebrand, anéumofilamento e anti-Ki-67. O
método estreptavidina-biotina ligada a peroxidaseefmpregado a todoés variaveis
de tipo tumoral (benigno ou maligno), anisocitosargsocariose, indice mitotico,
proliferagéo celular (Ki-67), necrose intratumotiaasao a tecidos adjacentes, sexo e
localizacdo do tumor foram selecionadas para aisenéinivariada, relacionadas a
recidiva tumoral. As variaveis com valores de P@fatam selecionadas e usadas para
a construcdo do modelo multivariado. As variaveis gassaram no modelo univariado
foram testadas para controle de confundidor e culiiearidade. Nos 12 anos que
abrangem o levantamento, 2.984 tumores de pelmfdiagnosticados em céaes. Destes,
2,34% correspondem a TBNP, sendo 49 benignos (8% malignos (30%). Dos
achados clinicos, os cées das racas Pastor AlenfPamadie foram mais acometidos.
Quanto ao sexo, as fémeas representaram 55,71%mndesdras. O tempo com que 0s
animais permaneceram com o tumor até a retiradmuvde 3 semanas a 3 anos. Com
relacdo a localizacdo, 40% estavam nos membrosidosa e 28,57% nos membros
pélvicos, o restante localizava-se no tronco, pgscoabeca e cauda dos animais. A
recidiva tumoral foi observada em 17 casos. Quarntdstologia, os padrdes classicos
dos TBNP foram mais proeminentes nos tumores besjgque possuem os padrdoes
Antoni A e B bem estabelecidos. Os corpos de Verdoeam observados em uma
pequena parte das amostras. Tanto as variantegnbeniquanto as malignas
apresentaram baixo indice mitético. Na IHQ, os mmdoces anti-vimentina e S-100
foram positivos em todas as amostras, exceto uma pianentina. Os demais
marcadores apresentaram marcacgao positiva em ureroinenor de amostras, exceto
actina, que foi negativa em todas. A expressao ie&7 Kevelou indices proliferativos
com diferenca estatistica nao significativa ensréumnores malignos e benignos, porém,
através da analise multivariada, foi possivel @iasta chance de um animal que
apresentava tumor do tipo maligno vir a desenvotgeidiva € 4,61 vezes maior em
relacdo a um animal que apresentava tumor benigno.



Abstract

Recently, it was verified that the classificatidntlte peripheral nerve sheath tumours
(PNST) is arbitrary, and thus, they have been dalienign or malignant PNST. Other
neoplasms should be taken into account when sunbuxs are diagnosed, since they
display a similar morphological conformation to hemgiopericytomas and fibromas.
Concerning the immunohistochemical (IHC) diagnosisariety of markers aiming the
identification of cells with peripheral origin isidely used, such as the S-100 protein
and the glial fibrillary acidic protein (GFAP). Thenarkers are used in order to
differentiate the PNSTs. The main objective of tisis is to determine the frequency
of PNST in dogs diagnosed in the Setor de Patolvgi@rinaria of the Universidade
Federal do Rio Grande do Sul (SPV-UFRGS), but tdstetermine which breeds, sex,
ages and parts of the body are more afflicted. Base these data, we aimed to
describe the histological features, IHC and progiwosf these neoplasms in the studied
population. A retrospective study was carried outthe files of the SPV-UFRGS,
comprising the period between January 2000 and Bées 2012. Records of all dogs
diagnosed with PNST were revised, as well as tineegs describing what happened
with the animals after the tumour diagnostic. Ndéides were stained with hematoxylin
and eosin, Masson’s trichrome and toluidine fortdiisgical classification. For IHC,
the antibodies anti-vimentin, anti-S-100 proteimtiactin, anti-GFAP, anti-von
Willebrand, anti-neurofilament and Ki-67 were usdlotin-streptavidin peroxidase
method was applied to all the sampl@he variablestype of tumour (benign or
malignant), sex, anisocytosis and anisokariosisotgiindex, cell proliferation (Ki-67),
intratumoral necrosis, invasion into surroundingdiie and location of the tumor, were
selected for univariate analysis, and related tondw recurrence. We selected the
variables whose values were of P<0i20he multivariate analysis. The variables that
passed through the univariate model, were testezbtdounding and multicollinearity
control.Over the 12 years comprised in this surn&984 skin tumours were diagnosed
in dogs. Out of these, 70 (2.34%) correspondedN8&P. Among these, 49 (70%) were
benign and 21 (30%) were malignant. The top twotrafiected breeds were German
Shepherd and Poodle. Regarding sex, females reyees&5.71% of the samples. The
period of time that the animals remained with theaor until its removal ranged from
three weeks to three years. Concerning the digiobwof the tumors, 40% were on the
forelimbs, 28.57% were on the hind limbs and themaming were distributed on the
trunk, neck, head and tail of the animals. Recuweenvas observed in 17 cases.
Regarding histology, typical pattern of the PNSTe more prominent in the benign
tumors, in which patterns Antoni A and B are wellablished. Verocay bodies were
observed in a small amount of samples. Low mitotiexes were presented by both
benign and malignant varieties. IHC showed that-amhentin and S-100 markers were
positive in all samples, except in one of them éwitim). Other markers were positive in
a small number of samples, except actin, which wegative for all samples.
Expression of Ki-67 revealed proliferative indexesth no significant statistical
difference between malignant and benign tumors. é¥aw multivariate analysis
showed that the chances of an animal with maligriantor develop recurrence was
4.61 times greater than an animal with benign tumor
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1 INTRODUCAO

A pele € o maior 6rgado do corpo, e pode refletirmugnande variedade de
processos patolégicos externos e internos como pa&esitoses, doengas
imunomediadas, endoparasitoses, distarbios endad&criproblemas nutricionais e
neoplasicos (BANKS, 1992; HAUCK, 2013).

Por causa de sua exposicdo, lesbes e massas emmleste O0rgdo sao
facilmente observadas pelos proprietarios dos @sigcometidos (GOLDSCHMIDT;
HENDRICK, 2002). As neoplasias cutaneas sao freaggesm céaes, e representam 20%
a 40% de todos os neoplasmas diagnosticados eaieiKALDRYMIDOU et al,
2002; PAKHRIN et al, 2007; MEIRELLESet al, 2010, HAUCK, 2013). Os
neoplsmas podem ter como origem células epitellmEssenquimais e melanociticas
(HAUCK, 2013). Sua localizacdo e extensdo séo weisa dependentes do tipo celular
envolvido e estagio de evolucao da doenca (HARGISIN, 2007).

Os tumores mesenquimais da pele e de tecidos mblamgem uma grande
variedade de neoplasmas, alguns, de classificac@erta (GOLDSCHMIDT,
HENDRICK, 2002) e seu diagnostico pode tornar-se desafio tanto na medicina
humana, quanto na veterinaria (GOLDSCHMIDT; SHOFEB92; WILLIAMSON;
MIDDLETO, 1998; WEISS; GOLDBLUM, 2001a). Entre estaeoplasias, 0s tumores
de bainha de nervos periféricos (TBNP), comumenégndsticados em humanos
(WEISS; GOLDBLUM, 2001a), e com menor frequéncia amimais domeésticos
(VEAZEY et al, 1993; OMlet al, 1994; NIELSENet al, 2007; SCHULMANet al,
2009; PAVARINI et al, 2013), compdem um grupo heterogéneo de neopiasiea
nomenclatura excepcionalmente confusa (SUMMERS; GUNGS; DELAHUNTA,
1995). Os TBNP incluem os schwannomas, neurofibspmparineuromas, neuroma
traumatico e tumores malignos da bainha de nervdépeo (JOSHI, 2012). Séo
derivados de células mielinizadoras do sistemaasenperiférico e sdo compostos
basicamente por células de Schwann (JOSHI, 2012).

Este trabalho tem como objetivos: determinar auiegia dos tumores de
bainha de nervo periférico cutaneos em caes, ditigados pelo Setor de Patologia
Veterinaria da UFRGS. Determinar quais racas, dax@s etarias e locais do corpo do
animal sdo mais acometidos. Aliado a isto, objeswainda descrever as caracteristicas
histologicas, imuno-histoquimicas e prognosticastede neoplasmas na populacao
estudada.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Neoplasias de Pele de Céaes

Os processos corporeos normais dependem de reguwaigiadosa da divisdo
celular. Se as células recebem permissédo paraeqoauksipliguem, torna-se essencial
que elas o fagam somente quando exigido (TIZARM220Como resultado de uma
exposicdo a certos produtos quimicos, fatoresoisihormonais, infeccdes virais ou a
uma mutacdo, as células podem ocasionalmente sar ldas restricbes que
normalmente regulam sua divisdo celular. Uma cétpla se prolifera de maneira
descontrolada darda origem a uma clonagem cresammteélulas, formando um
neoplasma (TIZARD, 2002).

A pele tem um alto indice de renovacgéo celularye gumenta as chances de
mutacbes, e surgimento de tumores (MURPHY, 20068gmAdisso, a pele é
continuamente exposta a uma grande variedade deamjcomo do tipo quimicas,
fisicas e ambientais, o que aumenta as chances ltdeacdes neoplésicas
(KALDRYMIDOU et al, 2002).

Neoplasmas de pele e de tecidos moles abrangemampé variedade de
tumores, dentre os quais, muitos sdo extremamemeirs em medicina veterinaria
(GOLDSCHMIDT; HENDRICK, 2002; GROSS al, 2009). Por essas lesoes
envolverem a pele, sdo facilmente observadas pelpriptario e frequentemente
removidas pelo medico veterinario que as enviaram [@ analise histopatoldgica
(GOLDSCHMIDT; HENDRICK, 2002; HAUCK,2013). Quanto &equéncia, as
neoplasias cutaneas perfazem entre 20-54% dasas@&spldiagnosticadas em cées
(SOUZA et al, 2006; PAKHRINet al, 2007; MEIRELLESet al, 2010; SOARES,
2010).

Basicamente, os tecidos e tumores tem origem megealou epitelial. Os
elementos mesenquimais incluem tecido conjuntivasaulo liso e estriado, células
sanguineas, células endoteliais e tecidos reladosngsindvia, mesotélio, e meninges).
Ja as células epiteliais incluem as células daeepig, epitélio escamoso da pele,
células de revestimento os sistemas respiraufigestivo, urinario, tratos reprodutivos,
todas as glandulas, exdcrinas e enddcrinas, easdlig origem neuroectodérmica como
0s melandcitos (CULLEN; PAGE; MISDORP, 2002).
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Entre as principais neoplasias cutadneas diagndascam caes no sul do Brasil,
estdo os mastocitomas, carcinomas de células esaaniipomas, adenomas perianais,
tricoblastomas, carcinomas apocrinos e perian&&JEA et al, 2006; MEIRELLESet
al.,, 2010). Adicionados a esta lista, referem-se aimums fibrossarcomas e
hemangiopericitomas como de ocorréncia frequenfeJEK, 2013).

Quanto a predisposicdo racial, os cées sem racmiddef(SRD) sao
frequentemente citados em pesquisas (CULLEN; PAGISDORP, 2002; SOARES,
2010), seguidos normalmente por Cocker Spaniel,eBoRoodle e Pastor Alemao
(MEIRELLES et al, 2010). No que diz respeito ao sexo e idade, omehfémeas
apresentam incidéncia similar (MEIRELLES al, 2010), enquanto que animais com
média de oito anos sao diagnosticados com maiquérecia com alguma neoplasia
cutanea e/ou subcutanea (MEIRELL&Sal, 2010).

Dentro das varias categorias histogénicas, os ®sr&fio usualmente divididos
em benignos e malignos. Os benignos, que sdo osngisgese assemelham ao tecido
normal, possuem capacidade limitada de crescinartfinomo. Exibem uma pequena
tendéncia a invasao local e sdo conhecidos por hana recorréncia local quando
precedidos de terapia conservativa (WEISS; GOLDBLUNIOla). JA 0os tumores
malignos, sao localmente agressivos e possuem idagacinvasiva ou crescimento
destrutivo, recorréncia, e metastases em locaistantés. Frequentemente,
procedimentos cirdrgicos radicais sdo necessdaos §e garantir a remocao total do
tecido neoplasico (WEISS; GOLDBLUM, 2001b).

Entretanto, estas nomenclaturas ndo indicam a ppitmzale nem a rapidez com
gue metastases podem ocorrer. Por estas razdegpéante qualificar os termos com o
grau de diferenciacdo ou grau histolégico. A grgdoahistolégica € um meio de
quantificar o grau de diferenciagdo através de omjuato de critérios histolégicos
(WEISS; GOLDBLUM, 200l1a). Em animais domésticostegscritérios foram
propostos por Owen (1980), conhecido como “SisteiNM” — que leva em
consideracéo trés condi¢Bes gerais, (T) tamanhirdor primario; (N) disseminacao
para linfonodos regionais e (M) presenca ou auaéleimetastases (Tabela 1).
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Tabela 1- Sistema de graduacdo histologica de tumores quedev consideracdo o
tamanho do tumor primario, a disseminagdo paradidos regionais e a
presenca ou auséncia de metastase (TNM), em ardo@isticos.

Tumor primario

TO Sem evidéncia de neoplasia

T1 Tumor <1cm de di&dmetro, ndo invasivo

T2 Tumor 1-3cm, localmente invasivo

T3 Tumor >3cm, ou ulceracédo evidente, ou invaséall
Linfonodo

NO Sem evidéncia de invaséo em linfonodo

N1 Linfonodo firme, aumentado

N2 Linfonodo firme, aumentado e fixo ao tecidoaaginte
N3 Envolvimento do linfonodo além do primeiro gsta
Metastase

MO Sem evidéncia de metastase

M1 Metastase em um 6rgédo ou sistema

M2 Metastase em mais de um 6érgao e/ou sistema

Fonte: OWEN, L. N. World Health Organization, 1980.

2.2 Marcadores tumorais imuno-histoquimicos

O diagnostico histopatologico € amparado por tésnguplementares, como a
imuno-histoquimica (IHQ). Os tumores malignos erpee&l apresentam um grande
espectro de aparéncias morfologicas, o que polsyéama sua identificacdo laboriosa,
assim, em determinados caso faz-se necessario gregmde técnicas auxiliares de
diagnéstico (CULLEN; PAGE; MISDORP, 2002; MURPHY]J(b).

Filamentos intermediarios onipresentes e protegiaplasmaticas estruturais
sao os marcadores usados com maior frequéncigngficecao imuno-histoquimica de
tumores. Citoqueratina e vimentina sédo os filamemtdermediarios mais utilizados,
pois todas as células epiteliais possuem citognaraé a maioria das células
mesenquimais possui vimentina (CULLEN; PAGE; MISO®)R002).

Erros de interpretacdo podem facilmente ocorrendpiapenas um anticorpo €
utilizado. Um painel de anticorpos é mais provagel prover informacfes uteis e
acuradas (CULLEN; PAGE; MISDORP, 2002). Fixacaoqadela, uso de controles e
técnicas de marcacdo consistentes sdo essendiaisirpa interpretacédo apropriada da
IHQ (CULLEN; PAGE; MISDORP, 2002; TAYLOR; SHI; BARR010).
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2.3 Tumores de Bainha de Nervo Periférico

Tumores de bainha de nervo periférico (TBNP) em ioneal veterinaria sao
mais frequentes em bovinos e caninos, seguidogjuiaas, felinos, caprinos e outras
espécies (VEAZEYet al, 1993; OMI et al, 1994; NIELSEN et al, 2007,
SCHULMAN et al, 2009; PAVIAet al, 2011; PAVARINIet al,, 2013).

A incidéncia destes tumores, varia em torno de QS@UZA et al, 2006) a
2,41% (PAKHRINet al, 2007) entre as neoplasias mesenquimais cut@eeedes. Os
caninos afetados costumam ser de racas de médimaegporte, com idade mediana ou
idosos (faixa etaria de 7,3 a 8,3 anos) (GOLDSCHMIIHENDRICK, 2002;
MCENTEE; DEWEY, 2013).

Apesar de possuirem este nome, os TBNP podem pewnrgualquer local do
corpo. Podem envolver nervos fora do cérebro amedula espinhal (grupo periférico),
nervos imediatamente adjacentes ao cérebro e meshilzhal (grupo de raizes) ou nos
plexos braquial e lombossacral (grupo de plexo®HBM et al, 1995). Nos cées, a
neoplasia afeta mais comumente o quinto par deosarranianos ou raizes espinhais
nervosas, como as raizes do plexo braquial e stiegsées, assim como as raizes nos
niveis toracicos e lombares (ZACHARY, 2007; MCENTEEWEY, 2013).

Os sinais clinicos apresentados dependem dalog@tizanatomica do tumor. O
sinal tipico envolve a combinagdo de uma massaapalpenvolvendo um nervo
periférico, perda da funcdo do nervo local, e/our SBUGHRUE; LEVINE;
BARBARO, 2008). Em muitos casos, as alteracescelintipicas sao de claudicacao
unilateral progressiva do membro afetado, que mwitzes escapa ao diagnostico por
meses. Estes cdes sdo frequentemente avaliadgmgsiveis problemas ortopédicos
antes de se avaliar o potencial de um tumor dooneeviférico (BREHMet al, 1995;
MCENTEE; DEWEY, 2013).

A nomenclatura destes tumores é excepcionalmentdusaa Numerosas
designacfes tém sido usadas na literatura médietegnaria, incluindo schwannoma,
neurinoma, neurilemmonma, neurofiboroma e neurofdkmocoma (SUMMERS;
CUMMINGS; DELAHUNTA, 1995).

Em geral, os TBNP devem ser diferenciados de tugietafocais de nervos.
Estes neuromas proliferativos, porém, ndo neopasisdo lesdes hiperplasicas que
representam um processo de reparacao desordenRiNKE, 2011). Geralmente sao
o resultado de um trauma, como nos cortes de q@R@SSet al, 2009). Além disso
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0os TBNP cutaneos também devem ser diferenciados outtos neoplasmas como
hemangiopericitomas e fiboromas, que podem possuifioonacdo morfoldgica similar
(ZACHARY, 2007).

Recentemente, tem sido aceito que a classificagsi@sltumores é arbitraria, e
por isso, tém sido agrupados simplesmente como rasrmoenignos ou malignos de
bainha de nervo periférico (ZACHARY, 2007; KRINKEQ11). De Lahunta (2010)
ainda observou que a nomenclatura atual pode séroeqda, jA que todos 0S nervos
séo periféricos, e ndo necessitariam desta dengadradundante.

Normalmente os TBNP tendem a serem firmes ou mdiesmcacentos ou
acinzentados, e localizam-se principalmente em masnl{CHIJIWA; UCHIDA,
TATEYAMA, 2004); GAITERO et al, 2008). Microscopicamente, as caracteristicas
descritas em seres humanos também sdo aplicaveianenmais. Em humanos, o
schwannoma é caracterizado por ter duas caratasishorfolégicas conhecidas como
padrdo Antoni A e padrédo Antoni B, que ocorrem eapprcdes variaveis nos tumores
(GOLDSCHMIDT; HENDRICK, 2002). Estes padrbes foralascritos pela primeira
vez em 1920 pelo neurologista sueco Nils AntoniSHD 2012). As &reas denominadas
como Antoni A, sdo regides altamente celularesrsistem em células de Schwann
monomorficas de formato fusiforme arranjadas enxefei Estas células possuem
citoplasma eosinofilico pobremente definido e ndicgntiforme basofilico. Além
disso, um estroma colagenoso de variavel exterstd@eesente. Podem estar presentes
ainda, os corpos de Verocay, arranjos de célulaplisicas em que o0s nucleos
encontram-se enfileirados em palicada, entre ofs qsta a matriz citoplasmatica em
paralelo (ZACHARY, 2007), o que reflete a secregédaminina destes (JOSHI, 2012).
Estes arranjos foram descritos em 1910, pelo neat@eogista uruguaio José Verocay
(JOSHI, 2012).

Ja o padrdo Antoni B, que também é composto ptuaséde Schwann,
apresenta células com citoplasma inconspicuo eemlgiie parece suspenso em uma
matriz mixoide, frequentemente microcistica (ROS8i04)

Quanto ao tratamento, este fica restrito a ciryrgievolvendo a amputagéo e
resseccdo do plexo envolvido, a laminectomia ouilaemmectomia, para remocao da
raiz do nervo (VOLLet al, 2006; MCENTEE; DEWEY, 2013). Exames de imagem
transversal pré-operatéria sdo recomendados pénér deextensdo da doenca e para o
pré-planejamento, particularmente quando se camsi@e terapia de combinagéo
(MCENTEE; DEWEY, 2013). Radioterapia adjuvante éauop¢do de procedimento
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pés-operatorio, quando existe o risco de residaatognca. Porém, muitos animais séo
submetidos a eutanasia durante o procedimentogmaoirexploratorio, devido ao
reconhecimento da extensao da lesdo (BRADLEY; WIDMR SNYDER, 1982).

O uso da imuno-histoquimica para auxiliar a diagodsde TBNP é aplicado
com fequencia euma variedade de marcadores pantichr células de origem neural
periférica (S-100, GFAP, proteina basica mielineaglase especifica neuronal) sé&o
utilizados, porém sao reconhecidamente inespesjfiou apresentam reatividade
cruzada em animais domésticos (GOLDSCHMIDT; HENDRI2002).

O prognostico para TBNP em caes depende em pattea&acao do tumor e
mesmo se o tumor € susceptivel de cirurgia (am@atdgminectomia, ou a combinacao
de ambas), com informac¢des muito limitadas sobreesgltados da terapia adjuvante.
Para os animais ja tratados cirurgicamente, o jsigo tem sido relatado como
reservado a ruim, apesar de que a detec¢do preeoneoplasia pode melhorar esta
relacdo (BREHMet al,, 1995).

Inicialmente, na medicina veterinaria, utiliza-seomo ferramentas a
classificagdo do tumor. Esta é baseada na avaldeawitérios morfolégicos como o
grau de diferenciacéo celular, invasao, celulagdgetal, indice mitético e necrose, que
sdo examinados sozinhos ou combinados (CULLEN; PABEDORP, 2002).

Com o emprego da IHQ, além de se obter os marcadimddentificacdo de
origem celular, pode-se utiliza-la como auxiliarextabelecimento de um progndstico.
No caso dos TBNP, utiliza-se o Ki-67. Este antigénmona proteina nuclear, expressada
durante todas as fases ativas do ciclo celulaegfé@s S, G e M), e ausente em células
em repouso (fase5(GERDESet al, 1984). Durante a inter-fase, o antigeno pode ser
detectado exclusivamente dentro do nucleo, ao ppssmas mitoses a maior parte da
proteina é relocada para a superficie dos cromasso® antigeno é rapidamente
degradado quando a célula entra em um estado obi@fativo, e ai parece ndo haver
expressdo de Ki-67 durante o processo de repar®dNa (KEY; KUBBUTAT;
GERDES, 1994).

Outra proteina nuclear utilizada na predicdo depmytamento tumoral, a p53, é
um gene supressor tumoral ativado quando existe danDNA, sinais anormais de
crescimento e outros fatores de estresse intrinse@xtrinsecos. O nivel de proteina
p53 é autorregulado através de enzimas, como a MdRAbiquitinacdo. Em células
normais, a concentracdo de proteina p53 é geranadatixo do nivel detectavel por
métodos imuno-histoquimicos. Mutacfes do gene p&iZoeentre as mudancas
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moleculares mais comuns identificadas em neoplagteasumanos. Estas mutacdes
podem resultar em acumulo e superexpressao deinaqiB3 mutante. Muitas destas
mutacdes ocorrem no dominio de ligacédo da proteigage proibe a p53 mutante de se
ligar apropriadamente ao alvo no DNA (OREN, 19990GELSTEIN; LANE;
LEVINE, 2000).

Recentemente, tem-se avaliado ainda a expressa@rdssinas de choque
térmico (HSP ou chaperonas) nos TBNP. Particulaienem humanos, estas proteinas
tém sido investigadas nos gliomas (YANG; FANG; PARS2010). Em cées,
informacgBes limitadas estdo disponiveis, poréem msmas (ROMANUCCIet al,
2013). Estas proteinas séo induzidas em altossnémi condicbes de stress celular
causado por varios tumores e estdo associadas @agmndstico ruim e resisténcia a
terapia. O aumento da transcricdo das HSP nasaséumorais se deve a perda da
funcdo da p53 e a uma maior expressao de protagenes HER2 e c-Myc, cruciais na
tumorigénese. Sao essenciais no crescimento tufjdocale promovem o crescimento
autbnomo das ceélulas em proliferacdo e inibe osinda®w de morte celular
(CALDERWOODet al, 2006).

2.3.1 Tumores benignos de bainha de nervo periférico

Em seres humanos, os tumores benignos da baininal peviférica (TBBNP)
sao frequentemente subclassificados como schwarshomarotecomas, neurofiboromas
e perineuromas (WEISS; GOLDBLUM, 2001a). Nos tursobem diferenciados, os
elementos celulares podem ser discriminados dedacoom as caracteristicas
morfolégicas (KRINKE, 2011). A classificacdo basséaem achados como presenca ou
auséncia de encapsulacao, quantidade e tipo demesk, presumivelmente, origem
celular (WEISS; GOLDBLUM, 2001a).

Em cées, os TBBNP normalmente se apresentam conssamecutaneas
circunscritas e lobuladas de consisténcia vari@@DLDSCHMIDT; HENDRICK,
2002; GROSEt al, 2009). Geralmente, elas medem cerca de dois armiée diametro,
mas ocasionalmente podem chegar até cinco cm. Arimalelas se desenvolve no
tecido subcutaneo, podendo se expandir até a déxrpele sobrejacente pode estar
atrofiada, alopécica, e frequentemente ulcerad&s@Dal, 2009).

Os TBBNP cutaneos sao neoplasias incomuns em cga®® Nao obstante é

dificil avaliar a incidéncia exata desses tumoreB)a vez que eles possuem
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caracteristicas histolégicas e imunofenotipicastansemelhantes com outros tumores
de células alongadas. Dessa forma, em muitas olagneles podem ndo ser
percebidos, ou ser subdiagnosticados, dependersl@rdérios adotados (GROSS
al., 2009).

Com excec¢do dos tumores benignos de bainha de periférico mixoide, uma
subclassificacéo histolégica clara para os TBBN#lanao esta disponivel para cées e
gatos (GROSS®t al, 2009). Por razdes como a inespecificidade dizagéo restrita de
alguns de marcadores, 0s tumores que surgem sssamiinam pela bainha dos nervos
periféricos sdo todos classificados sob o termtud®r de bainha de nervo periférico
(GOLDSCHMIDT; HENDRICK, 2002).

Devido ao grande potencial regenerativo dos nepaygéricos, proliferacéo
acentuada das células de Schwann em reacdo anls&@b pode ocorrer em neoplasias
de tecido conectivo, e assim, estas células reaftManam uma parte substancial do
tecido tumoral (KRINKE, 2011). Na medicina humanas tumores formados
basicamente por células de Schwann, sdo denomisablamnnoma. Em cées, ocorrem
com pouca frequéncia (SUMMERS; CUMMINGS; DELAHUNTA,1995;
GOLDSCHMIDT; HENDRICK, 2002). As células de Schwam@o produzem
colageno, sédo positivas para proteina S-100 e s@&andadas por lamina basal
(KRINKE, 2011). Tém como funcdo basica a formacaondelina e estdo associadas
intimamente as fibras nervosas, e provavelmentelggslendrécitos (BANKS, 1992).

Os schwannomas sao geralmente lesdes expansigaspeessivas, que podem
ter uma capsula derivada do perineuro (KRINKE, 20IHossuem normalmente
coloracdo brancacenta a acinzentada, muitas veaigggm discretamente na superficie
de corte, e quando \maiores, possuem areas cigBsDSCHMIDT; HENDRICK,
2002; ROSAI, 2004). Ficam localizados, com maiguéncia, na regido do tronco e na
porcao distal dos membros (GRO&Sal, 2009).

S&o0 massas variavelmente demarcadas que poderaliselados por uma fina
capsula ou, ainda, podem se apresentar na fornemasulada. A Ultima forma se
localiza principalmente no tecido subcutaneo e,siocalmente, emite projecdes
delicadas a partir do tecido tumoral que se esteraté a gordura adjacente, ao longo
dos planos fasciais. Isso explica a alta taxa déiva observada apos a excisdo desses
tumores (GROSSt al, 2009).

Os schwannomas sdo massas compostas por célufasnies arranjadas em
feixes, palicadas ou enoveladas. Possuem baixiageade, com células fusiformes ou
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poligonais distribuidas frouxamente numa matrizilib ou mucinosa. O nucleo é
pequeno e normocromatico (HENDRIC& al, 1998). A classica configuracdo de
bandas Antoni A com corpos de Verocay tem sido idereda a chave dos
schwannomas em humanos, porém essas caracterigmaaramente observadas em
tumores de animais domésticos (HENDRIC#& al, 1998; GOLDSCHMIDT;
HENDRICK, 2002). Ocasionalmente, células com nudigmercromatico bizarro sao
observadas, particularmente comuns em schwannomigosa de humanos sem
significado particular (ROSAI, 2004). Pequenos nersao observados ocasionalmente
no ou adjacente ao tumor, porém a presenca detepreé@lude outra origem celular
(GOLDSCHMIDT; HENDRICK, 2002; GROSESt al., 2009).

Outras trés formas de schwannoma séo ainda reddakem@ medicina humana.
O schwannoma celular, termo utilizado para schwarasoaltamente celulares, que sao
compostos exclusivamente por areas de padrdo Amiprporém sem corpos de
Verocay, compostas por células de Schwann benedidedas. Estas mudancas podem
ser acompanhadas por atipia nuclear, atividadetin@it@ necrose focal (CASADEX
al., 1995; ROSAI, 2004). Uma importante pista pata dsagnostico inclui agregados
de macréfagos espumosos, uma capsula bem formatiendo agregados linfoides e
uma marcacao imuno-histoquimica difusa e forte paoteina S-100 e expressao de
colageno tipo IV pericelular. Este padrdo de maocaem S-100 é extremamente
incomum em tumores malignos da bainha de nervdépieo fusiforme, e este achado
deve sempre levantar a hipétese de um schwanndoardg€ASADEI et al, 1995).
Esta variante é relativamente incomum, porém ¢€ itapte por sua celularidade,
padrdo de crescimento fascicular, alta atividadeotoa e de comportamento
ocasionalmente localmente destrutivo, que inclos&p 6ssea, muitas vezes uma pronta
consideragdo de malignidade. A maioria dos casasad®s em humanos ocorre no
retroperitdnio, pelve e mediastino (ROSAI, 2004).

A segunda forma, o schwannoma melanético psamomaésm tipo raro e
distinto de tumor de nervo periférico que ocorrmoaim componente da sindrome de
Carney. A maioria surge da raiz de nervos espinizso o nome indica, o tumor se
caracteriza microscopicamente pela presenca deepigigo por melanina e deposicao
de corpos psamomatosos. Esta variedade tem baaw dg malignidade por sua
tendéncia a recorréncia local e aos poucos casosetistase que foram relatados em
medicina humana (MENNEMEYERt al, 1979; ROSAI, 2004). Em caes, esta € uma
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variedade extremamente rara, com caracteristicigmaa e que foi diagnosticada na
medula espinhal (PATNAIK; ERLANDSON; LIEBERMAN, 188

O schwannoma plexiforme ocorre geralmente em losagerficiais, pele ou
tecido subcutaneo, e é definido por um padréo folere de crescimento. Tende a ser
menos circunscrito que o schwannoma classico, @rgasto pelo padrdao Antoni A.
Sao problematicos os raros schwannomas plexiforongs crescem em locais
anatémicos profundos, em tecidos moles ou em ngr@on&ricos maiores, ja que eles
demonstram alta celularidade e atividade mitécapr isso, dificeis de distinguir de
um tumor maligno da bainha de nervo periférico (M. O digandstico pode ser
determinado com a presenca de marcacado generatlea84 00, colageno IV e lamina
basal (HEBERT-BLOUINet al, 2010).

Quanto ao tratamento dos schwannomas cutaneos, csa@xcompleta
geralmente é curativa, porém alguns se tornamnestes. Recorréncia € especialmente
comum em cavalos, necessitando muitas vezes de iplagilt cirurgias
(GOLDSCHMIDT; HENDRICK, 2002).

A distincdo entre schwannoma e neurofibroma podéga pela observacéo de
marcacdo para S-100, GFAP e outros marcadores isleyrarém, com a nhao
especificidade destes marcadores, a diferenciadé&ai (HENDRICK et al, 1998). O
diagnéstico diferencial de perineuroma pode s¢o,f@ que este ndo expressa proteina
S-100 e é formado por células perineurais arrasjadaanéis concéntricos (KRINKE,
2011).

Hemangiopericitomas podem apresentar grande sangglhcelular com os
TBBNP, fazendo com que seja dificil diferencia-lddma formacédo espiralada e
concéntrica ao redor dos ramos capilares centraismé achado comum nos
hemangiopericitomas. Entretanto, esse mesmo pgusde ser visto nos TBBNP.
Comparativamente aos TBBNP, os hemangiopericitosAasmais celulares, na maior
parte dos casos. O predominio de nucleos fusifoooes nucléolos pequenos torna o
diagnéstico de TBBNP mais consistente, visto qud@mangiopericitomas possuem
nacleos mais redondos (GRQGS S, 2009). Outros diagndsticos diferenciais a serem
considerados incluem o fiboroma, o fibrossarcomép@ma de células alongadas e o
dermatofiboroma (GROS$ al 2009) todos de origem celular diferente da dos
schwannomas.

Na medicina humana, o fato de que alguns tumomsssehwannomas dividem

certas similaridades, nao justifica uni-los sob umeca denominagdo (ROSAI, 2004).
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No caso dos neurofiboromas, a aparéncia macroscépita de lesdo para lesdo. Na
pele, sdo massas borrachentas, pequenas, pedaseulptbtruindo da pele, jA os
tumores mais profundos sdo maiores (SUMMERS; CUMGIHN DELAHUNTA,
1995; ROSAI, 2004). Como regra, oS tumores nao exdmapsulados e possuem
consisténcia mais macia que a dos schwannomas (RQEM).

Enquanto os schwannomas tipicamente crescem deletrama capsula e
permanecem anexados ao nervo originario, que pedeolsservado na periferia,
achatado ao longo da capsula, sem penetrar o tumsomeurofiboromas crescem
difusamente ao longo do nervo (ROSAI, 2004; JOZbBi12)(Figura 1).

A M e et

P T T et

e

Figura 1- Tumores de bainha de nervo. Na figura da esquehdstra-se o crescimento de um
schwannoma. Os ax6nios sdo deslocados para aredfe tumor. Na direita, o crescimento de um
neurofibroma, onde as células neoplasicas profifezatre axénios. Fonte: UNICAMP — ANATOMIA
PATOLOGICA, 2013.

Microscopicamente, trés padrdes de crescimentonfataservados na medicina
veterinaria: localizado, plexiforme e difuso (SCHIGER; SUMMERS, 2009). O
primeiro e mais comum, costuma envolver um nervimma tipicamente resulta numa
expansao fusiforme do tronco do nervo (subtipamgural) (WATABEet al, 1983).
No neurofiboroma plexiforme, os nervos afetados ggaedem de forma irregular, a
medida que cada um de seus fasciculos é infiltnadia neoplasia (FROSCH;
ANTHONY; GIROLAMI, 2010). E no difuso, os tumorefics caracterizados por um
aumento similar a uma placa usualmente na cabege @escoco (WATABEet al,
1983).

Basicamente, os neurofiboromas sdo compostos parlasélde Schwann

(predominantes) e células perineurais (GOLDSCHMIBIEENDRICK, 2002), além de
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components ndo neoplasicos de nervo periférico cfiibmoblastos, axénios (JOSHI,
2012) e diversas células inflamatorias, como mésge linfécitos. Adicionado a estas
células, podem ser observadas células CD34 pasitide histogénese incerta
(CARROLL, 2012). As células de Schwann desta naigplaossuem nucleo alongado,
hipercromatico e disperso com uma configuracao laxdua serpentina e final agucgado,
além de serem menores do que os observados nosrsaiiwas (KRINKE, 2011).
Podem apresentar alta celularidade, porém a atieidaitdtica € baixa ou ausente
(SCHONIGER; SUMMERS, 2009).

O estroma pode conter diversos mastécitos, umaericariavel quantidade de
fibras colagenas (I, I, IV, V e VI) aléem de edtras organoides distorcidas lembrando
corpusculos de Wagner-Meissner ou de Pacini. Ertragie com os schwannomas, nao
sdo observados corpos de Verocay, nucleos em galigehialinizacdo da parede de
vasos (ROSAI, 2004; SCHONIGER; SUMMERS, 2009). Usubpopulacdo das
células dos neurofiboromas sdo imunorreativos aeprat S-100 e circundados por
componentes da membrana basal (SCHONIGER; SUMMBEB®), e os ax0nios s&o
demonstrados pela IHQ para neurofilamento (ROS2042.

Deve-se suspeitar de transformagdo maligna, quaed@bservam mitoses
frequentes, excessiva expressdo de marcadoreslderpcdo celular e presenca de p53
em muitas células tumorais (KINDBLOB! al, 1995).

Outra variante de TBBNP, é o perineuroma, extrenménearo, e foi descrito
um caso em um canino (CUMMINGS; LAHUNTA, 1974). Quoosto
predominantemente ou exclusivamente por célulaseenis, € formado por células
extremamente alongadas e arranjadas em feixeselpgralAlguns casos possuem
padrdo de crescimento estoriforme, e podem comelgpoaos fibromas perineurais
estoriformes (ROSAI, 2004).

Em sua ultraestrutura, é caracterizado por finesgesos citoplasmaticos nao
ramificados, revestidos por uma lamina externa idasnem suas porcdes finais por
uma jungdo estreita, poucas organelas, filamentosatina e vimentina e diversas
vesiculas pinocitéticas (ROSAI, 2004). E observaono uma Unica massa ou
multiplos ndédulos nas raizes dos nervos espinhdistologicamente, consiste em
novelos concéntricos de células fusiformes, nunrgmdhamado de bulbo de cebola,
formado ao redor de um cerne axénico central vahiaente mielinizado (KOESTNER,;
HIGGINS, 2002).
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Na IHQ, as células tumorais sao positivas paraganti de membrana epitelial
(EMA) e Glut-1, e negativas para S-100, lembrandpedil de células perineurais
normais (SUMMERS; CUMMINGS; DELAHUNTA, 1995; ROSAR004; ORTIZ-
HIDALGO; WELLER, 2007).

Ha ainda os TBNP mixoides, que sdo especulados tenuo relagdo, se nao
forem idénticos aos neurotecomas (TELLECHEA; REBBBPTISTA, 1992; ROSAI,
2004).

Pode ocorrer na pele, em tecidos moles ou intreMespem humanos (ROSAI,
2004) eem cées, € observado nos digitos (GRE&tSS., 2009). Possui aparéncia
macroscopica e microscopica que lembra um mixoxeete pela presenca de células
epitelioides, poliédricas e ocasionalmente mulieadas, e um distinto arranjo
fascicular ou plexiforme (TELLECHEA; REIS; BAPTISTAL992; ROSAI, 2004).
Além disso, possui uma configuragdo multilobulaam pequenas células alongadas e
estreladas que formam redemoinhos concéntricos oexds, em um ambiente
extremamente mucinoso, rico em acido mucopolisgticar(GROSSet al,, 2009).

O diagndéstico diferencial inclui perineuroma, quesgui caracteristicas
mixoides, o neurofiboroma mixoide, imunorreativo a%-100 (ROSAI, 2004), o

mixoma e 0 mixossarcoma de baixo grau de maligeid@&ROSSet al, 2009).

2.3.2 Tumores malignos de bainha de nervo periférico

Em seres humanos, os TMBNP podem ser subclassiicaaimo schwannoma
maligno, neurofibrossarcoma (WEISS; GOLDBLUM, 20p&ysarcoma neurogénico
(ROSAI, 2004). Manifestam-se com pouca frequénmiacées, representando cerca de
0,5% das neoplasias neurais observadas na esgg@CEDSCHMIDT; SHOFER,
1992).

Sua exata incidéncia € dificil de ser avaliada. TMBNP caninos podem
demonstrar variaveis padrbes histolégicos comoovism humanos, porém, as
caracteristicas destes tumores nédo estdo bem lestdhs. Por isso, o diagndstico
destas neoplasias € confundido com outros, deotecibles (CHIJIWAL al, 2004).
Devido a grande semelhanca histopatolégica exestentre os TMBNP e outras
neoplasias de células alongadas, como os fibraseas; 0s mixomas, o0s

hemangiopericitomas, os melanomas amelandtico®ldéas alongadas e os sarcomas
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histiociticos, os tumores neurais podem ser suhditigados ou sobrediagnosticados
(HENDRICK et al, 1998; GROS®t al, 2009).

A média de idade dos individuos afetados € de anes para caes, e afirma-se
que haja predisposicdo de animais da raga Golddne®rs (GOLDSCHMIDT;
SHOFER, 1992). Quanto a localiza¢do, normalmente pg&fundos, mas podem se
originar na subcutis, podendo se estender até rmaedéROSAI, 2004; GROSS! al,
2009). Na maior parte dos casos, localizam-searztrdo animal ou nas extremidades
(GROSSet al, 2009). Ocasionalmente, TMBNP séo encontradosemwos periféricos
maiores ou outro local no tecido subcutaneo, temgaréncia sugestiva de origem
neuroectodérmica primitiva (ROSAI, 2004).

Em alguns TMBNP, parte ou a maior parte do tumaomdposta por células
amplas com citoplasma poligonal acidofilico e apeié epitelioide, designados como
TMBNP epitelioides (DICARLGCet al, 1986).

Semelhante a sua variante benigna, as célulasraisos tumores malignos
sao presumivelmente oriundas das células de Schi@MMERSet al,, 1992).

A maioria das massas mede mais de 2cm de dianéepobremente definida e
usualmente se adere firmemente ao tecido mole i (GROSSet al, 2009).
Manifestam-se na forma de massas subcutédneas ecdpseladas, que exibem um
crescimento infiltrativo aos tecidos mais profundasluindo a gordura adjacente e os
planos fasciais (WEISS; GOLDBLUM, 2001b).

Microscopicamente, pequenos ramos de células tisnenaveladas invadem o
tecido mole subjacente e se proliferam ao longo mlasos fasciais e das bainhas
neurais. Esse padrdo de crescimento explica pooguéumores de bainha neural
periférica normalmente recidivam. Os tumores déssimais incomuns normalmente
se estendem até a juncdo dermoepidérmica, de fosemelhante aos
dermofibrossarcomas dos seres humanos (WEISS; GOUDB 2001b). Observa-se
ainda uma lamina basal ao redor de algumas cdirgalares, assim como ao redor de
células tumorais, 0o que pode ser constatado a scimpia eletrbnica e a IHQ,
sustentando tal hipotese (ROSAI, 2004).

De forma geral, os tumores malignos possuem maioiacidade e os padroes
neuronais podem ser sutis. Consequentemente, o3egade Antoni A e B sdo menos
evidentes na maior parte dos casos. As célulasraisnencontram-se embebidas em um
estroma delicadamente colagenoso. Zonas de neerdseesclerose podem aparecer.

Alteracdes mixoides do estroma podem ocorrer @eass, a matriz extracelular exibe
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diferenciacdo cartilaginosa, 6ssea (GRG$%l, 2009), muscular (PATNAIkKet al,
2002) e de epitélio escamoso (SUMMERS; CUMMINGSHIANTA, 1995).

As massas tumorais apresentam numero variavelldes@longadas, robustas
e pleomorficas, arranjadas em feixes entrelacampasso que um padréo espiralado
ou em palicada, indicando a reduplicacéo de repeptéteis, € menos pronunciada que
nos tumores benignos (HENDRIC&t al, 1998; GROSS:t al, 2009). As células
apresentam nuacleo vesicular que pode ser fusiforow&ide ou serpiginoso,
observando-se um contraste marcante entre o nhgbeocromatico e o citoplasma
palido, pobremente definido e moderadamente alan¢ROSAI, 2004; GROSSt al,
2009). Cerca de cinco figuras de mitose a cadaab@os de aumento de 40x sao
observadas, assim como mitoses atipicas (GRE&S&., 2009). Ainda é possivel
distinguir uma concentracdo de células tumoraisvgsculares, com aspecto turgido,
aparéncia epitelioide das células endoteliais desisos, presenca de grandes espacos
vasculares, e areas de necrose com palicadas dw s bordas (ROSAI, 2004).
Melanina pode estar presente nas células tumespecialmente se o tumor se originar
das células das raizes de nervos espinhais (KRABBZOPARDI; PEARSE, 1984).

Os tumores tendem a recidivar ap0s a excisdo @eirgal incidéncia € mais
alta em gatos do que em caes. A taxa de metastdsaxeé (GOLDSCHMIDT;
HENDRICK, 2002), mas ja foi observada em linfonodasos pulmdes (KUNTEt al,
1997). Segundo Kuntzt al (1997), nenhum dos cdes que manifestaram ess&asi@op
distalmente aos joelhos ou aos cotovelos desenvohatastases.

Quanto ao diagndéstico imuno-histoquimico, as csglulanorais apresentam
reatividade para marcadores de células de Schveamng a proteina S-100 e leu-7
(JOHNSON et al, 1991). Na marcacdo de S-100, esta tende a s=l @
particularmente ndo muito forte, exceto na vari@pi¢elioide. Entretando, a marcagao
forte e difusa em um tumor de células fusiformas espectos morfolégicos sugestivos
de TMBNP, deve levantar a possibilidade de diagrdstalternativos como melanoma
maligno (KING; BUSAM; ROSAI, 1999).

Diferenciam-se da variante benigna por meio de gyaulacdo celular mais
pleomodrfica, de sua elevada atividade mitGtica,sdas padrdes neuronais menos
pronunciados e do seu crescimento infiltrativo (&S@t al,, 2009).

Em comparacdo com os TMBNP, os fibrossarcomas poderasentar um
namero razoavel de células gigantes e a distribuggd palicadas ndo é observada
(GROSSet al, 2009). Alem disso, os fibrossarcomas tendemrasaptar marcacao
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acentuada na coloracdo de Tricromio de Masson @ kBgativa na IHQ para proteina
S-100 (GOLDSCHMIDT; HENDRICK, 2002). Semelhante am$xossarcomas, 0S
TMBNP podem conter estroma mixoide. Entretantog esstroma mixoide € mais
pronunciado nos mixossarcomas, as ceélulas tumseagranjam de maneira aleatéria
por toda a matriz extracelular e os padrdées neigar@ sdo observados (GRO&S
al., 2009).

Outra variante observada, € a subclassificada ndicma humana como
neurofibrossarcoma. Estestumores quase semprensanfioa partir de grandes troncos
nervosos do pescocgo ou de extremidades (ROSAI,)2004

Quando é observado o crescimento progressivo eenomum neurofiboroma
previamente diagnosticado, suspeita-se de tranafionmaligna, principalmente em
pacientes humanos que apresentam evidéncias deofibeamatose (LESLIE;
CHEUNG, 1987). Esta doenga, uma desordem muléssisa humana, possui um
paralelo em bovinos de abate (MAXIE; YOUSSEF, 20@%ui, ela é citada, pois a
ocorréncia de multiplos neurofiboromas pode estsw@ada a ela. Esta sindrome mista €
composta pelo desenvolvimento de malformagdes, thamas, heterotipias e neoplasia
de multiplos 6rgdos (SUMMERS; CUMMINGS; DELAHUNTA995). A pele pode
ser afetada, porém as lesfes costumam estaragsids nervos profundos da parede
toracica e visceras (MAXIE; YOUSSEF, 2007).

Além disso, o desenvolvimento de TMBNP na neurofileitose tem sido
associado com dele¢gbes no cromossomo 17p e mutagdgne p53 (MENONt al,
1990). O prognostico nestes casos € tido com b@ixa de sobrevida (LESLIE;
CHEUNG, 1987).
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Selecéo das amostras

Um estudo retrospectivo foi realizado nos arquidss Setor de Patologia
Veterinaria da Universidade Federal do Rio Granolé&sdl (SPV-UFRGS) no periodo
de janeiro de 2000 a dezembro de 2012. Foram sebads os casos do arquivo de
exames anatomopatolégicos de cades que constavano atiagnéstico de tumor de
bainha de nervo periférico benigno ou maligno. Eesforam revisados o histérico,
descricdo macroscopica, se presente, e microscdpicao critério de permanéncia das
amostras na pesquisa, utilizaram-se as caraatagsthistolégicas descritas por
Hendrick et al (1998). Concomitantemente realizou-se um levantiéonelo que
aconteceu com estes animais apos o diagnosticeaaasia ser firmado: (a) houve
cura do animal até o presente momento, (b) se mahmorreu, quando e sea causa
pode ser relacionada ao tumor, (c) o tumor recidiyd) foi feito tratamento adjuvante,
(e) ndo houve retorno do paciente ou (f) foi real&za eutanasia.

Quanto ao histoérico dos caninos, observaram-seaa otasexo, a idade (dividida
em faixas-etarias de 4-7 anos, 8-11 anos, 12-16 @ndo informada) e a localizacdo da
neoplasia. Esta ultima foi dividida como segue: dtes com localizacdo nao
especificada em uma regido anatdmica da pele oueddo subcutaneo, foram
classificados como pele; o restante foi classificadmo membro tor4cico; membro
pélvico; massas envolvendo a cabeca até a ultimabva cervical como cabeca e
pescoco; da regido cervical a sacral, ventral sallocomo térax e abdémen; e cauda.
Dados referentes ao tempo de evolucdo do tumdamanho na época em que foi feita

a exérese, foram analisados, quando disponiveis.

3.2 Histologia

As amostras selecionadas do arquivo eram comppstamaterial emblocado
em parafina. Novos cortes histologicos de 3um gesssira foram realizados e corados
pela hematoxilina e eosina (HE) e coloracdo dedme de Masson (Kit EP-11-2013,
Easy Path) para analise microscoépica e quantificdedecido conjuntivo intratumoral,
respectivamente. Atribuiram-se cruzes de acordoaopmantidade de tecido conjuntivo

pericelular das células tumorais:
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a) +: quando até 30% das células neoplasicas eramltamvpor tecido
conjuntivo (coloracao azul), caracterizou marcatidoreta;
b) ++: quando 30 a 80% das células neoplasicas eramltan por tecido
conjuntivo, caracterizou marcagdo moderada;
c) +++: quando mais de 80% das células neoplasicas enaoltas por tecido
conjuntivo, caracterizou marcacao acentuada.
Utilizou-se ainda a coloracdo de azul de toluidiewn cortes de tecidos que
apresentaram infiltrado inflamatdrio, com a finatié de evidenciar os mastécitos nos
cortes que apresentaram caracteristicas semelhaigesdescritas como de

neurofibromas, na literatura.
3.3 Classificacédo histoldgica

As amostras foram classificadas como tumores beslgralignos de acordo
com os fatores sugeridos por Cullen, Page e Mis(p2):

a) Céapsula ou delimitagéo;

b) Anisocitose e anisocariose (discreta, moderadaentaada);

c) Indice mitético;

d) Celularidade da neoplasia;

e) Invaséo a tecidos adjacentes;

f) Necrose intratumoral

Foi observada e descrita, também a manifestacd@estaguras de corpos de

Verocay, padrdo Antoni A e Antoni B.
3.4 Imuno-histoquimica

Utilizaram-se anticorpos anti-vimentina, anti-pfote S-100, anti-actina, anti-
proteina glial fibrilar acida (GFAP), anti-von Wibrand (Fator VIII), anti-
neurofilamento e anti-Ki-67. Fragmentos das nedgg@agmbebidos em blocos de
parafina foram cortados auf de espessura e aderidos em laminas positivadas
(StarFrost Microscope Slides, Beveled Edge). Os cortes fodmsparafinizados em
xilol e rehidratados em graduacfes decrescentékdel até agua deionizada. Utilizou-

se 0 método estreptavidina-biotina ligada a peasad
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O bloqueio da atividade da peroxidase enddgeneefdizado com a incubagéo
dos cortes dos tecidos em solucdo 10% de peroxeddidrogénio (30 vol.), em
metanol, durante 15 minutos em temperatura ambi@nmecuperacdo antigénica, assim
como os dados referentes a cada anti-corpo utiizada diluicdo realizada estao
sumarizados na tabela 2.

Para a diminuicao das ligacfes inespecificas,naisié& foram tratadas com leite

desnatado (Molic®) 5% em &gua deionizada, durante 20 minutos.

Tabela 2-Anticorpos, recuperacao antigénica, diluicdo eréefeia comercial utilizadas
na imuno-histoquimica de tecidos de cées diagrmaki&ccom tumores de bainha
de nervo periférico no Setor de Patologia Veterndla UFRGS, durante o
periodo de 2000-2012.

Anticorpo Recuperacao antigénica Diluicho  Refer@oomercial
Policlonal, anti-proteina glial Tris EDTA pH 9,0 panela de 1:500 70334, Dako,
fibrilar &cida (GFAP) pressédo 100°C, 10’ ' Carpinteria, CA, EUA
Monoclonal, anti-actina Tris EDTA pH 9,0 panela de 1:100 M0851, Dako,
humana pressédo 120°C, 20’ ' Carpinteria, CA, EUA
. . . Tampé&o citrato pH 6,0 panela de . Z0311, Dako,
Policlonal,anti-proteina S-100 pressio 96°C. 20 1:200 Carpinteria, CA, EUA
Monoclonal,anti-vimentina, = Tampao citrato pH 6,0 panela de . .
clone V9 presséo 96°C, 20’ 1:200 18-002, Zymed
Policlonal, anti-fator von Tampao citrato pH 6,0 panela de 1:800 A0082, Dako,
Willebrand humano pressao 125°C, 3’ ' Carpinteria, CA, EUA
Monoclonal, anti-Ki-67 Tampao citrato pH 6,0 panela de 1:150 M7240, Dako,
humano, clone MIB-1 pressdo 125°C, 7’ ' Carpinteria, CA, EUA
Policlonal, anti-neurofilamento Tripsina 0,1%, 37°C, 10’ e tampéao 1:500 AHP245, AbD
bovino H 200kDa citrato pH 6,0, 2’ microondas ' Serotec, Oxford, RU

ApoOs a incubacéo dos cortes no anticorpo primarrartte uma hora, a 37°C, os
mesmos foram incubados com anticorpo secundartmitémlo ligado a estreptavidina-
peroxidase (kit LSAB-HRP, K0690, Dako), 20 minutasla etapa.

As reacOes para GFAP, actina, vimentina, Von Wiéled, Ki-67 e
neurofilamento foram reveladas com o cromogena@®Binobenzidina (DAB, K3468,
Dako) por um minuto, contra-corados com hemataxilile Harris por 40 segundos,
desidratadas em solucdes crescentes de alcool xltél,cseguidas de montagem em
meio resinoso (Entell& Merck Millipore). Para S-100, utilizou-se o crogefio AEC
(AEC, ready-to-use, K3464, Dako), por cinco minutamtra-corado com hematoxilina
de Mayer por um minuto, seguido de montagem em Bgiwso (Faramount Aqueous
Mounting Medium, ready-to-use, S32025, Dako). Caiontroles positivos utilizaram-
se cortes de cérebro sem alteracdes de cdes pAR &hieurofilamento. Para S-100 e

vimentina, utilizou-se um TBNP, para actina caroiaode prostata canino, para Von
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Willebrand hemangiossarcoma e para Ki-67 utilizeu@nsila sem alteragcdo de cao.
Como controle negativo, cortes dos mesmos contpalsivos foram utilizados, porém

incubados com PBS, substituindo o anticorpo primari

3.4.1 Classificagcdo imuno-histoquimica

A imunorreatividade foi interpretada, para todosang8corpos com excessao do
Ki-67, da seguinte forma:

a) +++: marcacao positiva em mais de 80% das célulmsorais com
distribuicdo difusa, visivel em campo de maior antmé€400x), classificada
como acentuada;

b) ++: marcacao positiva entre 30-80% das células taima@om distribuicdo
focal, visivel ao aumento de 400x, classificadacomoderada;

c) +: marcacao positiva de até 30% das células tusydeamiladas ou formando
grupos, classificada como discreta;

d) -: marcacao negativa.

Quanto a IHQ para Ki-67, foram contados os nucldescélulas tumorais
marcados em 10 campos de grande aumento (400g)laxdd a média e atribuido o
indice de proliferacéo celular.

3.5 Prognostico

Os fatores utilizados como determinantes no pragmoram :
a) Recidiva local,

b) Tumor benigno ou maligno;

C) Sexo;

d) Anisocitose e anisocariose;

e) Indice mitético;

f) Proliferacédo celular determinada pela IHQ Ki-67;

g) Necrose intratumoral;

h) Invaséo a tecidos adjacentes;

i) Localizagdo tumoral;
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Todos estes fatores foram relacionados com o dgigodde recidiva do tumor,

e analisadosestatisticamente, com a metodologaitdea seguir.

3.6 Andlise Estatistica

Atribuiu-se porcentagem simples a quantidade deotesnde bainha de nervo
periférico diagnosticados, em relacdo aos tumoeepale, assim como as principais
racas diagnosticadas, sexo, idade, localizac&ardor e as caracteristicas histolégicas
e imuno-histoquimicas.

Quanto ao prognostico, a distribuicdo de frequéacis estatisticas descritivas
foram realizadas para caracterizar a ocorréncieedieliva dos tumores (software R,
package MASS and Epicalc). Algumas variaveis focategorizadas: Ki-67 (0-|2; 2|-4;
4]-6; 6]-8; 8|-10; 10]-1212 média de ndcleos marcados) e idade (4-5; 697;18-11;
12-13; 14-16 anos).A analise estatistica foi radizatravés de um modelo de regressao
logistica multivariada (software R, package Epicalcvariavel dependente foi definida
como a ocorréncia ou nao de recidiva (sim ou nao).

O modelo foi construido comecando com uma anéhsetiada para cada fator
de risco ofertado. As variaveis independentes cevalét< 0.20foram selecionadas e
usadas para a construcdo do modelo multivariadeaA&veis que passaram no modelo
univariado foram testadas para controle de conflandie multicolinearidade.
Subsequentemente, o0 modelo foi desenvolvido atrdgésm processo de construcao

manual passo a passo do tipovard.
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4 RESULTADOS

4.1 Amostras selecionadas

Entre janeiro de 2000 e dezembro de 2012, forambréas 43.908 materiais

para exame anatomopatoldégico de diversas espéeianimhais domeésticos, exoticos e
silvestres. Destes, 13.307 corresponderam a mateleacdes, desses 4.291 (32% dos
materiais de cées) corresponderam a alguma alteca¢@nea (neoplasica, inflamatoria,
autoimune, parasitaria, fangica, bacteriana e/ml)viDiagnosticaram-se 2.984 tumores
(69% das alteracOes de pele) cutdneos em canioos,um total de 70 tumores de
bainha de nervo periférico, correspondendo a 2,84% neoplasias de pele de cées
(Tabela 3).

Tabela 3-Total de exames anatomopatologicos (Ap) realizastogliversas espécies;
em caes; de pele de caes e tumores de bainhawtepeeiferico (TBNP) de pele
de cdaes diagnosticados por ano pelo Setor de Betol¥eterinaria
daUniversidade Federal do Rio Grande do Sul, &08-2012.

Total tumores

Total Ap pele

Ano Total de Ap  Total Ap cées de cio de pNeIe de TBNP
caes
2000 1323 327 69 44 3
2001 1508 303 78 56 0
2002 1402 327 72 52 0
2003 3123 312 95 61 0
2004 2196 531 186 123 0
2005 3680 632 260 170 0
2006 4186 729 238 144 1
2007 4839 918 225 137 1
2008 4265 1172 339 221 3
2009 3851 1450 443 330 8
2010 4009 1909 673 528 11
2011 4963 2377 773 599 25
2012 4563 2320 840 519 18
Total 43908 13307 4291 2984 70

Destes 70, o maior numero de diagnodsticos de TBNRerh cdes sem raca
definida (SRD) (42,85%, 30/70), seguidos pelos arsrdas racas Pastor Alemé&o (10%,
7/70) e Poodle (7%, 5/70). As racas Boxer, Teckahrador, Rottweiler e raga néo
informada (NI) tiveram a mesma representacédo (4,289 cada), assim como Akita,
Cocker Spaniel, Fox Paulistinha e Husky Siberid)85%, 2/70 cada), e Bichon Frise,
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Chow Chow, Dogue Alemao, Pinscher e Pit Bull (1,42930 cada). Quanto ao sexo,
39 neoplasias foram diagnosticadas em fémeas @3, 2P em machos (41,42%) e em
dois casos (2,85%) ndo havia informacao do sexmratocolo. Os animais tinham entre
4-7 anos (12,85% -9/70), 8-11 anos (54,28% -38/IP)16 anos (22,85% -16/70), e
idade ndo informada (10%, 7/70). Em relacdo ao ¢tenp evolugcdo, este dado foi
relatado em 26/70 (37,14%) casos, variando de ars@sma 3 anos.

Quanto a localizacdo da neoplasia, 2/70 (2,85%) tdloam localizacdo
especifica e foram classificados como pele. Nos bnesntoracicos, foram observados
28/70 (40%), nos membros pélvicos 20/70 (28,57Wmale 5/70 (7,14%) na cabeca e
pescoco, 14/70 (20%) torax e abddémen e 1/70 (1,42%6puda.

Foram pesquisados ainda, junto aos médicos vet@sn&linicos, o que
aconteceu com 0s cdes apos a excisao do tumoe &ntrasos, houve recidiva em 17
(24%), deste, sete eram tumores benignos (14%)tamoOres malignos (47%). Nove
caninos morreram, desses dois foram eutanasiagiaseiro, 24 meses apos 0 primeiro
diagnéstico de TBNP, por apresentar metastase mame massa hepatica, e o
segundo, um més apos a retirada do tumor, deuildo érénica. Os outros seis caes que
morreram (animais 8, 18, 20, 21, 52 e 56) quatsspi@am diagndstico de TBBNP. A
relacdo da morte destes animais ndo pode ser @iy com as lesdes aqui estudadas.
Ja o animal de numero 61, foi encaminhado ao SPRG&H para realizacdo de
necropsia, com diagnéstico de tumor maligno de Haaide nervo com metéstase
pulmonar (Tabela 4).

Outros 37 animais que puderam ser acompanhadogpnésentaram recidivas
até o momento, e os médicos veterinarios respoisspue estes casos relatam que 0s

retornos ocorrem para consultas de rotina, commaeades ou outras enfermidades.



Tabela 4Dados referentes aos caes diagnosticados com terimainha de nervo periférico na pele e tecidowébeo, no Setor de Patologia

Veterinaria da Universidade Federal do Rio Grara8ul, no periodo de 2000-2012.

Raca Sexo (lgr?gse) Localizagéo Recidiva Observactes
TBBNP
1 SRD M 10 membro toracico NI
2 SRD F 8 membro toracico NI
3 SRD F NI térax e abdémen NI
4 Chowchow M 8 membro toracico NI
5 Rottweiler M 7 térax e abddémen NI
6 SRD F 10 membro toracico NI
7 Pastor Alemé&o M 10 térax e abddémen N&o
8 SRD F 15 membro pélvico Sim Obito 12 meses apaigndistico
9 SRD F 10 membro toracico Nao
10 Fox terrier F 7 membro pélvico N&o
11 SRD F 10 térax e abddmen Nao
12 Akita M NI cauda NI
13 SRD F 11 membro toracico Nao
14 Akita NI 9 cabeca e pescoco NI
15 SRD F 12 térax e abddmen Sim Eutanasia 24 messsdiggnostico
16 Rottweiler F 10 membro toracico N&o
17 SRD F 8 membro toracico Nao
18 Husky M 13 cabeca e pesco¢gc  Sim Obito 24 meses apos diagndstico
19 Teckel F 10 cabeca e pescoco Nao Eutanasia 3@puthas pela dor cronica
20 SRD F 13 térax e abddmen Sim Obito 2 meses apiEyadstico
21 Pastor Aleméao F 10 membro toracico N&o Obito Gemepods o diagndstico
22 SRD F 15 térax e abddmen Nao

513



Raca Sexo (lgr?gse) Localizagéo Recidiva Observacdes
23 SRD M 5 térax e abddémen N&o
24 Bichon Frisé F NI membro toracico Nao
25 SRD F 11 membro pélvico N&o
26 SRD F 10 membro toracico  Sim
27 Labrador F 4 membro pélvico Né&o
28 Poodle M 10 membro pélvico N&o
29 Cocker F 10 membro toracico Nao
30 Boxer F 11 membro pélvico N&o
31 SRD F 11 membro toracico Sim Amputacao do digito
32 SRD F 8 pele Nao
33 SRD F 10 membro pélvico N&o
34 NI F 10 membro toracico Nao
35 Pit Bull M 7 cabeca e pescocgo Nao
36 Boxer M 10 membro toracico NI
37 Poodle M 8 membro toracico NI
38 NI M NI membro pélvico NI
39 SRD M 11 membro posterior N&o
40 Pastor Alemé&o 8 térax e abdémen NI
41 Labrador F 8 membro pélvico Né&o
42 SRD M 13 membro toracico Nao
43 Dachshund F 10 térax abdémen Nao
44 NI F NI membro anterior Nao
45 Pastor Aleméao M 8 membro pélvico Nao
46 SRD F NI membro pélvico Nao
47 SRD F 11 membro toracico  Sim
48 Cocker F 12 membro pélvico N&o
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Raca Sexo (lgr?gse) Localizagéo Recidiva Observacdes
49 SRD F 6 membro toracico N&o
TMBNP
50 SRD F 12 pele NI
51 Pastor Alemé&o M 11 membro toracico NI
52 Pinscher F 12 membro toracico Sim Obito por candaterminada
53 SRD F 11 membro pélvico N&o
54 Pastor Alemé&o membro pélvico Nao
55 Dogue Aleméo F cabeca e pescoco Sim Recidivacioho
56 Husky M 15 térax e abddémen Sim Obito 3 anos apisgimo diagnostico
57 Rottweiler M 11 membro toracico N&o
58 SRD M 9 térax e abddémen Sim
59 SRD M 11 membro toracico Sim
60 SRD M 11 membro toracico Nao
61 Poodle M membro toracico Sim Obito com metaspamonar 2 meses ap0ds diagnostico
62 Labrador M térax e abddmen Sim
63 Boxer NI NI membro posterior Sim
64 SRD F 15 membro toracico Nao
65 Poodle M 14 membro toracico NI
66 SRD M 16 membro pélvico Sim
67 Fox terrier M 14 membro pélvico N&o
68 Teckel M 14 membro pélvico NI
69 Poodle F 15 térax e abddmen Sim
70 Pastor Alemé&o F 6 membro anterior N&o

TBBNP=tumor benigno de bainha de nervo perifériddBNP= tumor maligno de bainha de nervo perifér8BD= sem

raca definida; F= fémea; M= macho; NI= n&o informad

LE
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4.2 Classificagdo histologica

4.2.1 Tumores benignos da bainha de nervo periférico

Microscopicamente, 49/70 (70%) dos tumores analsadpresentaram
caracteristicas histolégicas benignas, com predonde dois padrdes. O primeiro
(61,42% - 43/49), diz respeito aos tumores locdbzaprincipalmente na derme e no
tecido subcutaneo. Quando possivel observar, tagossentaram delimitacdo e uma
delicada céapsula de tecido conjuntivo, além de maatdecelularidade (FIGURAS 2 e
3).

Figura 2- Tumor benigno de bainha e nro perifé
pele, cdo. Moderada celularidade tumoral, Obj. 4.HE

Eram formados predominantemente, se néo exclusiamdusiformes a
alongadas formando feixes paralelos em diversas;@ks, por vezes redemoinhos
(FIGURAS 4 e 5), separadas por um delicado estfdnso.

As areas denominadas de Antoni A foram observadas22/43 (51,16%)
TBBNP, e em sete desses havia corpos de Verocagteazado por feixes de células
fusiformes que se entrecruzam com material acelfitailar eosinofilico central
(FIGURA 6). Padrdo Antoni A associada a areas célumlas distribuidas frouxamente
numa matriz mucinosa determinadas como padrao ArBpnocorreu em 17/43
(39,53%) e exclusivamente padrao Antoni B somemteé43 (9,3%) das amostras. As
células que formavam as areas com padrdao AntomioAsuiam formato fusiforme a
alongado, limites celulares moderadamente distin@scitoplasma era abundante,
palidamente eosinofilico de aspecto finamente léibriO ndcleo, uUnico, variava de
fusiforme a oval, localizados centralmente e parmabnente na célula, que possuia
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cromatina finamente pontilhada. O nucléolo era aigcbasofilico. Possuiam em sua
maioria moderada anisocitose e anisocariose. Jélatas que compoem o padréo
Antoni B eram caracterizadas por células arredeasladom contorno estrelado,
espacos intercelulares amplos, arranjadas frouxanggn meio a uma matriz mixoide
(FIGURA 7). O citoplasma era escasso, eosinofileofibrilar. O nucleo era

arredondado a oval, formados por uma cromatinasgnm@snente pontilhada e nucléolo
indistinto. A quantidade de colageno pericelulamfi@nor no padrdo Antoni B do que

no Antoni A. As figuras de mitose observadas ponma de grande aumento (400x)

variaram de menos de uma (18/43) até uma (25/43).

Figura 3- Tumor benigno de bainha de nervo perifé
pele, cdo. Massa bem delimitada na derme, ObjE4. H

Figura 4- Tumor benigno de bainha de nervo perifé
pele, cdo.Celulas fusiformes e alongadas organizads
feixes — Padréo Antoni A. Obj.10, HE.



Figura 5- Tumor benigno de bainha de nervo perifé
pele, cédo. Padrdo Antoni A. éltlas fusiformes
alongadas, organizadas em feixes paralelos. OB20.

¥ y
Figura 6- Tumor benigno de bainha de nervo perifé
pele, cdo. Fees de células fusiformes que se entrecri
com material acelular fibrilar centralGorpo de Veroce
(seta). Obj. 40. HE.

" Lo s i ‘ ".If £ J _.. _ i o
Figura 7- Tumor benigno de bainha de nervo perifé
pele, cdo. Padrdo Antoni B.Células arredondadas, c
contorno estrelado, e espagos intercelulares at
arranjadas frouxamente em uma matriz mucinosa.

20x. HE.

40
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Necrose intratumoral foi observada em 15/43, semvasdo aos tecidos
adjacentes. Infiltrado perivascular moderado predatemente linfocitario foi
identificado em 11/43

Na coloragdo de TM evidenciou-se tecido conjunpeovascular e pericelular
em diferentes proporcdes (FIGURAS 8 e 9): 24/43pasn discreta quantidade de
tecido conjuntivo pericelular (FIGURA 10, e em4®Mmoderada quantidade (FIGURA
11 el12) De maneira geral em areas com padrédo ABtdrouve pequena quantidade de
tecido conjuntivo (FIGURA 13). Além disso, observs®l depdsito de material fibroso,

ao redor de vasos no interior das lesdes (9/43).

Figura 8- Tumor benigno de bainha de nervaifigico,
pele, cdo. Imagem soiacroscépica demonstrar
variacde na quantidade de tecido conjuntivo (azul)
tumoral, Barra 1cm. Tricrémio de Masson (TM).

Figura 9- Tumor benigno de bainha de nervo perifé
pele, cdo. Imagem submacroscopica demonst
variacbes na quantidade de t&ri conjuntivo intr
tumoral, Barra 1cm. TM.



Figura 10- Tumr benigno de bainh de nro perifé
pele, cdo. Discreta quantidade de tecido fibrovas
circundando células tumorais, Obj. 10. TM.

H - - | % "

Figura 11- Tumor benigno de bainha de nervo perifé
pele, cdo. Padrdo Antoni A. Moderada quantidad
tecido fibrovascular circundando células tumoraizul),
Obj. 10. TM.

pede, cdo. Moderada quantidade de tecido fibrovas
pericelular tumoral (azul), Obj. 40. TM.

42
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Flgura 13- Tumor benlgno de balnha de nervo perifé
pele, cdo. Padrao Antoni B com pequena quantida
tecido fibrovascular pericelular, Obj. 40. TM.

Outro padrao histolégico observado nos TBBNP, spwadeu a 6/49 (12,24%)
dos tumores. As lesdes ndo apresentavam delimi@gaente, proliferando-se logo
abaixo do epitélio e possuiam moderada celularigti@URA 14). As células eram
fusiformes, formavam feixes em diversas direcOesireundadas por abundante

guantidade de tecido fibrovascular (FIGURA 15),deviciado na coloracdo de TM
(FIGURAS16, 17 e 18).

Figura 14- Tumor benigno de bainha de nervo perifé
pele, cdo. Lesdo proliferativa ndo delimitada namd
moderada celularidade. Obj. 10. HE.



Figura 15- Tumor benigno de bainhadervo periférict
pele, cdo. Tumor de células fusiformes, formandaefee
circundadas por abundante quantidade de t
fibrovascular. Obj. 20. HE.

Figura 16- Tumor benigno de bainha de nervo perifé
pele, cao. Tumor deélulas fusiformes, formando fei
em diversas direcdes e circundadas por abur
guantidade de tecido fibrovascular. Obj. 20. TM.

Figura 17- Tumor benigno de bainha de nervo perifé
pele, cdo. Tecido muscular normal (e&) envolto pc
células neoplasicas com grande quantidade de
conjuntivo. Obj.10. TM.

44
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Figura 18- Tumor benigno de bainha de nervo perifé
pele, cdo. Glandulas sudoriparas (estrela) ciraaslpo
células neoplasicas enoderada quantidade de tec
conjuntivo. Obj. 20x. TM.

As células eram fusiformes, alongadas e serpigiasan citoplasma escasso,
palidamente eosinofilico e bordos indistintos. @led acompanha o formato da célula,
e é hipercromatico. Em dois dos tumores foi possileeervar padrao Antoni A que

ocupa menos de 30% das lesdes (FIGURAS 19 e 20jighsas de mitoses foram

escassas a raras. Em todas estas lesOes, observimfdgado inflamatorio

mononuclear, com mastdcitos (média de trés por camp maior aumento)

evidenciados na coloracao de azul de toluidina

N - s Lz a2 = A ride

Figura 19- Tumor benigno de bainha de nervo perifé
pele, cdo. Area de transicdo entre padrdo Antorde
células tumorais (estrela), e area de células taig
envoltaspor abundante quantidade de tecido conju
(azul). Obj. 10. TM.
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Figura 20- Tumor benigno de bainha de nervo perifé
pele, cdo. Area de padrdo Antoni A, formado pouleé
fusiformes dispostas em palicada e células alorsgada
arredondadas em diversas dire¢des. Obj. 40. HE.

4.2.2 Tumores malignos de bainha de nervo periférico

Dos 70 tumores analisados, 21 (30%) apresentaveawsteesticas histoldgicas
compativeis com TMBNP. Estes, localizavam-se naltesubcutaneo, com uma das
amostras possuindo capsula visivel no corte e tantes eram ndo delimitados,
invadindo os tecidos adjacentes que incluem a dsuperficial e a profunda, paniculo
adiposo e tecido muscular (FIGURA 21). Invariaveltee os tumores apresentavam
alta celularidade (FIGURA 22), e eram compostos m&éiulas organizadas
ocasionalmente em feixes, redemoinhos e/ou formadtolos de células bem
agrupadas, envoltas, quando possivel observarumpofino estroma fibrovascular. O
padrédo de arranjo Antoni A ocorreu isolado em 1(/41,61%) lesdes, associada ao
padrdo Antoni B em 7/21 (33,33%), e nenhum dessasjas em 4/21 (19,04%). Entre
as areas compadrdo Antoni A, em quatro casos fdandm-se corpos de Verocay. As
células neoplasicas eram fusiformes a redondoaswugzes com os limites indistintos.
O citoplasma era eosinofilico, e variava de homegéa granular. O nucleo variou de
fusiforme a redondo, muitas vezes excéntrico, camatina grosseiramente pontilhada
e nucléolo Unico e evidente, muitas vezes magd@URA 23). Em dois TMBNP
observaram-se células multinucleadas (FIGURA 24).cAlulas neoplasicas exibiram
acentuada (12/21) a moderada (9/21) anisocitosesecariose. O niumero de mitoses
variou de uma a trés por campo de grande aumerfi®x)4 Outras alteractes

histologicas observadas foram: necrose intra tuhemnal3/21, focos de hemorragia em
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3/21, ulceracéo da epiderme em 2/21, e depositoaterial fibrético ao redor de vasos
do interior das massas em 6/21.

A coloracdo de TM evidenciou discretamente o firsbrogna fibrovascular
pericelular em 15/21 (71,42%) (FIGURA 25) que apn¢am discreto tecido pericelular
positivo, em 5/21 (23,8%) com moderado e 1/21 @)/&om acentuado tecido
conjuntivo pericelular.

Na Tabela 4 estdo resumidas as informacfes deacathal diagnosticado com
TMBNP.

I
e o e
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Figura 21- Tumor maligno de bainha de nervo perifé
pele, cdo. Invasdo de células neoplasicas na dexc
redor de anexos epiteliais. Obj. 4. HE.

Figura 22- Tumor maligno de bainha de nervo periféi
pele, cdo. Alta celularidade tumoral. Obj. 10. HE.
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Figura 23- Tumor maligno de bainha de nervo perifér
pele, cdo. Area com células tumoraidispostas e
palicada, apresentandtoplasma eosinofilico palido
bordos indistintos. Obj. 20. HE.

N
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Figura 24- Tumor maligno de bainha de nervo perifér
pele, cdo. Area tumoral de células arredondadgsrel:
multinucleadas. Obj. 40. HE.

Figura 25- Tumor maligno de bainha de nervo periféi
pele, cdo. Células tumorais dispostas em pal
contendo pouco tecido fibrovascular pericelularj. @b.
TM.
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Tabela 5-Aspectos histolégicos dos tumores de bainha deorpatiférico na pele e tecido subcutaneo de c@agnasticados no Setor de
Patologia Veterinaria da Universidade Federal do®&iande do Sul, no periodo de 2000-2012.

aoniA e GoIPoRe PIEOTOTATO oses MOS0 80008 epoge T
TBBNP
1 X - - ++ <1 N&o Sim ++
2 X - - ++ <1 NP Nao
3 X - - ++ <1 NP Sim
4 X X X ++ 1 NP N&o ++
5 X - - ++ 1 NP N&o +++
6 X X X ++ <1 Néo Sim ++
7 X - X ++ <1 N&o Sim ++
8 X - X ++ 1 NP N&o +
9 X - - ++ 1 NP Nao +
10 - - - ++ 1 Néao N&ao +
11 X X - ++ 1 N&o N&o +
12 X - - ++ 1 NP Sim +
13 - X - ++ <1 NP Sim +
14 X - - ++ >2 NP N&o +
15 X - - ++ <1 N&o N&o ++
16 X - - ++ >2 N&ao Sim +
17 X - X +++ <1 Nao Nao
18 - - - ++ >2 Sim N&ao ++
19 X - - ++ 1 Néo N&o +
20 X X X ++ 1 N&o N&o ++
21 - X - + <1 N&o Sim ++
22 X - - ++ <1 N&o Sim ++
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Corpos de Pleomorfismo

Invasao a teCidOSNecrose Tricrébmio

Antoni A Antoni B Verocay celular Mitoses adjacentes de Masson
23 - - - ++ <1 Nao Sim +++
24 - - - ++ <1 NP N&o +
25 X X - ++ 1 NP Sim +
26 - - - + <1 NP Nao ++
27 X X - <1 NP Nao +
28 X - - ++ 1 Nao Sim ++
29 X X - ++ <1 Nao Sim ++
30 X X - ++ <1 NP N&o ++
31 X - - ++ 1 NP Nao
32 X - - ++ >2 Nao N&o
33 X - - ++ 1 N&o N&o
34 X - - ++ NP Sim +
35 - - - ++ NP Sim +++
36 X X - ++ <1 NP N&o ++
37 X - - ++ 1 N&o N&o ++
38 X - - ++ 1 Nao Sim +
39 X X - + <1 N&o N&o ++
40 X X - ++ Sim Nao ++
41 X - - ++ N&o N&o +
42 X X - ++ Nao Nao ++
43 X X - ++ <1 Nao Sim +
44 X X X ++ <1 Nao Sim ++
45 X X - ++ 1 NP Nao +
46 X X - ++ <1 Nao Néo ++
47 X - - ++ <1 Nao Nao +
48 X - - ++ 1 Nao Nao +

0S



Corpos de Pleomorfismo Invaséo a tecidos Tricrdmio

Antoni A Antoni B Mitoses Necrose

Verocay celular adjacentes de Masson
49 X X - ++ <1 Nao Sim ++
TMBNP
50 X - - ++ 1 NP Sim +
51 X X X +++ 1 Nao Nao +
52 X - - ++ 1 NP Sim +
53 - X - ++ 1 Sim Nao +
54 X - - +++ >2 Nao Sim ++
55 X X X +++ 1 Sim Nao +
56 X X - +++ 1 NP Sim ++
57 - X - +++ >2 Sim Sim +
58 X - - ++ >2 N&o N&o +
59 X - - ++ >2 Nao Sim +++
60 X X - ++ 1 Sim Sim ++
61 - - - +++ 1 N&o N&o
62 - - - +++ >2 NP Nao
63 X X - +++ 1 Sim Nao
64 X - - +++ 1 N&o N&o +
65 - - - +++ 1 NP Sim ++
66 X X - +++ >2 NP Sim ++
67 X - - +++ >2 NP N&o +
68 - - - +++ 1 NP Sim +
69 X X X +++ <1 Sim Sim +
70 X X X ++ 1 Sim Sim +

+ = discreta; ++ = moderada; +++ = acentuada; TMerdmio de Masson; TBBNP= tumor benigno de baidéaervo periférico; TMBNP= tumor maligno de baimnlea
nervo periférico;TM = Tricrdmio de Masson; X= praga; - = auséncia; NP= ndo foi possivel determinar.

18
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Dos animais que apresentaram recidiva do tumor,stia® da lesdo de um
destes animais (cédo 47) receberam o mesmo tratargertas demais neste trabalho.
Na histologia deste, observou-se um pleomorfismolaremais acentuado do que o

observado na primeira biopsia (FIGURA 26). Alénsdisobservaram-se extensas areas

de necrose intratumoral.

Figura 26- Tumor maligno de bainha de nervo periférico, te@dbcutaneo, membro toracico, cao 47.
A: proliferagdo de células neoplasicas fusiformesalengadas, dispostas em diversas direcdes,
circundadas por moderada quantidade de tecido mirgu Obj. 20. HE. B: evidenciacdo das fibras de
tecido conjuntivo (azul) pericelulares das célulasplasicas (vermelho). Obj. 20. TM.

Ainda entre os diagnésticos de tumores malignos, dos animais que foi
diganosticado com TMBNP morreu e foi encaminhad@ peecropsia (nimero 61 da
Tabela 4). Na analise histologica dos 6rgaos, ebsese metdstase pulmonar. A leséo,
multifocal, consistia em areas bem delimitadasesgmtando moderado pleomorfismo
celular (FIGURA 27).

Figura 27- Tumor maligno de bainha dere periférico, pulmao, cédo. A: area de metastastichor d
células alongadas a arredondadas (estrela). ObjHEO B: area de metastase de tumor de ce
alongadas a arredondadas com moderada quantidaeeidt® com conjuntivo pericelular (em az@hj.
20.T™
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4.3 Imuno-histoquimica

A marcacédo na IHQ anti-vimentina ocorreu em todaaraostras, exceto na do
cdo 61. Essa marcacao foi observada no citoplasena 43/70 (61,43%) das amostras
ela foi acentuada, em 20/70 (28,57%) moderada, Bid B,57%) discreta e uma
negativa (1,43%) (FIGURAS 28 a 31).

Figura 28- Tumor de bainha de nervo periférico, f
cdo. Imunomarcagéo citoplasmatica difusa e aceatde
células neoplasicas fusiformes, dispostas em pialig
por vezes redemoinhos, no centro, infiltrado infiadnic
de linfocitos, Obj. 10. IHQ anti-Vimentina.

Figura 29- Tumor de bainha de nervo periférico, p
cdo. Imunomarcagéo citoplasmatica difusa e modedte
células neoplasicas fusiformes dispostas em paljgadj
20. IHQ anti-Vimentina.
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Figura 30- Tumor de bainha de nervo periférico, [
cdo. Imunomarcagéo citoplasmatica difusa e modedte
células neoplasicas fusiformes e alongadas, ObjlHQ
anti-Vimentina.
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Figura 31- Tumor de bainha de nervo periférico, [
cdo. Imunomarcacao citoplasmatica de células nsicpl
dispostas em paralelo em matriz mucinosa (padréoni

B), Obj. 20. IHQ anti-Vimentina.

Quanto a IHQ para a proteina S-100, todas as amsokiram positivas, e a
marcdo ocorreu no citoplasma e nudcleo, de manewariente granular, distribuida
multifocalmente em células fusiformes e alongadamtensidade de marcagao variou
de acentuada (16/70 - 22,85%), moderada (41/7068%8 a discreta (13/70 - 18,57%)
(FIGURAS 32 a 35).



Figura 32- Tumor de bainha de nervo férico, pele
cdo. Marcagdo difusa e acentuada, citoplasmatiparl
vezes nuclear de células neoplasicas fusiforme. 10
IHQ anti-S-100.

Figura 33- Tumor de bainha de nervo periférico, [
cdo. Marcacdo moderada, citopiggica e por vez
nuclear de células neoplasicas fusiformes e alag
Obj. 20. IHQ anti-S-100.

Figura 34- Tumor de bainha de nervo periférico, [
cdo. Marcacdo difusa e acentuada, citoplasmat
nuclear de células fusifores e alongadas dispostas
palicada e feixes. Obj. 40. IHQ anti-S-100.
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Figura 35- Tumor de bainha de nervo periférico, p
cdo. Marcagdo moderada a discreta, citoplasmats
células fusiformes e serpiginosas, em fundo déddec
conjuntivo ndo reativo a imuntuistoquica utilizada. Of
20. IHQ anti-S-100.

Nas imuno-histoquimicas para GFAP, 26/70 (37,14%pm positivas. A
marcacao ocorre intensamente, porém em raras séiusiformes e alongadas, de
nucleo indistinto no interior da neoplasia. Quatittamente, a marcagéo foi acentuada
em 2/70 (2,85%) 8/70 (11,42%) com marcacdo moderd@8&0 (22,85%) com
marcacao discreta e 44/70 (62,85%) negativas (FIERR6 e 37). Dos tumores que
foram positivo para IHQ para GFAP, seis ocorreramtemores malignos e 20 em

benignos.

Figura 36- Tumor de bainha de nervo periférico, [
cdo. Marcagdo moderada, citoplasmatica de ci
fusiformes e alongadas. Obj. 20. IHQ anti-GFAP.
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Figura 37- Tumor de bainha de nervo periférico, [
cdo. Marcacdo acentuada citoplasmética ndeltiplas
células fusiformes. Obj. 40. IHQ anti-GFAP.

Nenhuma amostra foi positiva para actina, e somenteum tumor houve
marcacao para Fator\Von Willebrand (marcacéo fecatélulas fusiformes) (FIGURA

38).

Figura 38- Tumor maligno de bainha de nervo peiié,
pele, cdo. Marcagdo discreta em raras células ais
(seta) e em vasos sanguineos. Obj. 20x. IHQ vanti-
Willenbrand.

Em 10 casos houve marcacdo na IHQ para neurofitamabservada na
periferia da lesdo, ou entremeada a outras cély@s compdem o tumor, como
fibroblastos. As células positivas eram alongadasa marcagdo foi acentuada e
multifocal. Houve ainda marcacdo moderada em tesésl anucleadas, alongadas e

finas (FIGURAS 39 e 40).
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Figura 39- Tumor de bainha de nervo periférico, [
cdo. Marcagéo citoplasmatica acentuada e focaélidae
alongadas, com citoplasma abundante, além
positividade em estruturas anucleadas, longas &
(seta). Obj. 40. IHQ anti-Neurofilamento.

: 14N /’ A & A

Figura 40- Tumor de bainha de nervo periférico, [
cdo. Marcagéo citoplasmatica acentuada e focaélidae
alongadas, com citoplasma abundante, além
positividade em estruturas anucleadas, longas &
(seta). Obj. 40. IHQ anti-Neurofilamento.

A média de nucleos celulares neoplasicos posifiana Ki-67, obtida a cada 10
campos de grande aumento variou de 0 a 13,8 nasrégnbenignos (média geral de
2,15). Nos tumores malignos, a média variou dea@8,7 (média geral 3,3) (FIGURA
41). Estes dados, e os dados das IHQ anterioremslastdo detalhadas na Tabela 6.



cdo. Marcacdo nuclear de células em proliferacau.
40. IHQ anti-Ki-67.
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Tabela 6-Imunomarcacéo das amostras de tumores de bainterte periférico de caes, diagnosticados pelo Sktd?atologia Veterinaria da

Universidade Federal do Rio Grande do Sul, enti@nos 2000-2012.

Vimentina  S-100 GFAP Actina  Fator VIIl  Neurofilamento  Ki-67
TBBNP
1 4+t ++ - - - - 0
2 ++ +++ - - - - 0
3 +++ +++ - - - - 2
4 ++ ++ - - - - 1,7
5 ++ ++ ++ - - + 0,5
6 ++ ++ - - - - 0
7 +++ ++ - - - - 1
8 ++ ++ - - - - 5,6
9 +++ ++ - - - - 0
10 + + + - - - 2.3
11 +++ +++ - - - - 0
12 ++ ++ - - - - 0
13 +++ - - - - 0,6
14 +++ - - - - 0
15 ++ - - - - 1
16 ++ ++ + - - - 1
17 ++ + - - - - 1
18 +++ ++ ++ - - + 0
19 + +++ +++ - - - 4
20 +++ ++ ++ - - - 2,8
21 +++ ++ + - - - 11,2
22 +++ ++ - - - - 0

09



Vimentina  S-100 GFAP Actina  Fator VIl Neurofilamento ~ Ki-67

23 + ++ - - - + 0,8
24 +++ +++ - - - - 0
25 e+ ++ - - - - 1
26 4+ 4+ - - 0
27 4 4 - - 3,1
28 +4++ +4++ - - - - 2,2
29 ++ +++ - - - - 11
30 ++ + - - - - 4,9
31 + ++ - - - - 7,3
32 +++ ++ - - - - 1,6
33 +++ +++ + - - - 0
34 +++ + ++ - - - 0
35 +++ + ++ - - + 1,5
36 +++ ++ ++ - - - 0,2
37 4 4 - - - - 13,8
38 +4++ + - - - - 0
39 +++ ++ - - - 0,4
40 +++ ++ - - - 4.5
41 +++ ++ - - - 0
42 +++ ++ - - - 0,7
43 +++ +++ - - - - 5,8
44 ++ + - - - - 0
45 +++ ++ - - - 0
46 +++ ++ - - - 0
47 +++ ++ +++ - - - 8
48 +++ +++ + - - - 4
49 +++ ++ + - - - 0
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Vimentina  S-100 GFAP Actina Fator VIII  Neurofilamento Ki-67

TMBNP

50 ++ ++ - - - - 2
51 e+ ++ - - - - 1
52 +4++ +4++ - - - - 3,7
53 ++ ++ + - - + 3
54 +4++ ++ ++ - - - 0,7
55 -t + . - . . 13,7
56 ++ ++ - - - - 0,6
57 ++ ++ - - - - 18
58 +4++ ++ - - - - 3
59 e+ ++ - - - - 3
60 + ++ - - - - 1
61 ; + - - - ; 3
62 + +++ - - - - 4
63 ++ ++ + - - + 1
64 ++ ++ - - - - 3,3
65 -+ -+ + . - . 11,6
66 +4++ ++ + - + - 1
67 +++ + - - - - 4
68 ++ ++ ++ - - - 2,3
69 ++ ++ - - - - 2,6
70 +++ +++ - - - - 3

TBBNP= tumores benignos de bainha de nervo peartigiiMBNP= tumores malignos de bainha de nervofgmizd; GFAP= proteina fibrilar glial acidavalores médios
obtidos a partir da contagem das células tumoraisadas em 10 campos de grande aumento (40x)0rédsat

9
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O membro amputado do animal 47 apresentou marcdel®® menos
pronunciada para vimentina, comparada com a amaestrebida previamente. Na
amostra da recidiva do tumor, a IHQ anti-neurofgato foi positiva e a média de
nacleos marcados pelo Ki-67 passou de oito pata 3,3

A metéstase pulmonar do cdo 61 apresentou marqegsiiva moderada para
vimentina, diferente do tumor primario que foi nidaga A IHQ anti-S-100
permaneceu com marcacao discreta na metastasmédia de nucleos marcados por

Ki-67 foi de 0,5 no pulméo, enquanto que no tunrandrio, foi detrés.

4.4 Prognostico

O prognéstico dos animais foi baseado tendo corse baariante dependente)
0S animais que tiveram recidiva do tumor. A padi#r dados coletados junto aos
meédicos veterinarios responsaveis por cada case-§® averiguar que dos 70 tumores
pesquisados, 17 (24,28%) recidivaram, 37 (52,856)racidivaram. Em 16 casos nao
foi possivel obter esta informacgéo.

Na Tabela 7 estdo sumarizados os resultados obtidos as variaveis em
relacéo a recidiva tumoral.

A Tabela 8 apresenta o modelo final da regresggistioa. Como fator de risco
para recidiva tumoral a variavel significativa foi tipo de tumor apresentado
(p=0.02808). A variavel idade através das analisesl&ssificada como confundidor
sendo retida em todos os passos do modelo da cébegard.

Desta forma, através das analises a chance deinmalajue apresentar tumor do tipo
maligno vir a desenvolver recidiva é 4,61 vezesomam relacdo a um animal que

apresenta tumor benigno.
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Tabela 7- Distribuicdo das variaveis: tipo de tumor (benigmo maligno), sexo,
localizacdo do tumor, média de nucleos marcadosKe®i/, anisocitose e
anisocariose, mitoses, celularidade, necrose esd@wvalo tumor a tecidos
adjacentes, em relacdo a categoria recidiva tumoral

Recidiva
Variavel Categoria n Sim N&o
n % n %

Tipo de Tumor Benigno 37 7 18,92% 30 81,08%
Maligno 17 10 58,82% 7 41,18%

Sexo Fémea 35 9 25,71% 26 74,29%
Macho 18 7 38,89% 11 61,11%
N&o informado 1 1 100,00% 0

Localizacao Cabeca/Pescoco/Pele/Caudz0 6 30,00% 14 70,00%
Membro Toracico 18 3 16,67% 15 83,33%
Membro Pelvico 11 6 54,55% 5 45,45%
Toérax e Abdémen 5 2 40,00% 3 60,00%

Ki-67 (n° de células) 0]-2 30 6 20,00% 24 80,00%
2|-4 12 6 50,00% 6 50,00%
4]-6 7 2 2857% 5 71,43%
6/-8 1 1 100,00% 0 0,00%
8]-10 1 1 100,00% 0 0,00%
10]-12 2 0 0,00% 2 100,00%
>12 1 1 100,00% 0 0,00%

Anisocitose/

Anisocariose Discreta / Moderada 42 11 26,19% 31 73,81%
Acentuada 12 6 50,00% 6 50,00%

Mitoses* <1 18 2 11,11% 16 88,89%
1 27 9 33,33% 18 66,67%
>2 9 6 66,67% 3 33,33%

Necrose Sim 20 6 30,00% 14 70,00%
N&o 34 11 32,35% 23 67,65%

Invaséo Né&o foi possivel identificar 13 5 38,46% 81,54%
N&o 30 8 26,67% 22 73,33%
Sim 11 4 36,36% 7 63,64%

* observadas por campo de 40x.
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Tabela 8-Modelo de regressao logistica multivariada relamitanao fator de risco para
a ocorréncia de recidiva tumoral em relagéo a idiadenimal e ao tipo de tumor
diagnosticado (tumor maligno).

. Modelo
Variavel
Odds ratio 95%IC Valor de P
Idade* 1.26 1.03 1.55 0.06373
Tipo de Tumor (maligno) 4.61 1.47 14.45 GO

* Confundidor



66

5 DISCUSSAO

Existem poucas informacdes a respeito da epidegieoldos TBNP em caes.
Estima-se que estas lesées ocorram em incidénaogagagiam de 0,5% a 2,41% entre as
neoplasias mesenquimais cutaneas de caes (SGiUA4 2006; PAKHRINet al,
2007). Conforme observado nesta pesquisa, a ingalénbaixa, cerca 2,34% de todos
os tumores de pele de cées diagnosticados peld HRGS.

O numero de animais diagnosticados com tumore®lgetgm crescido na rotina
do SPV-UFRGS, comparado ao relatado por Meirelles. (2010). Este fato pode estar
relacionado ao crescente estreitamento de lacos estproprietarios e seus animais,
que convivem mais perto e podem observar alteragd@m®0 0 aparecimento de
tumores (SOUZAet al, 2006). Além disso, um maior esforco para difeiamn
diagnosticar, tratar e definir um prognoéstico adelputem sido feito em relacdo aos
tumores mesenquimais (WILLIAMSON; MIDDLETON, 19968HIJIWA; UCHIDA;
TATEYAMA, 2004; GAITERO et al, 2008). Ainda, no SPV-UFRGS, tem-se
observado o aumento do numero de biopsias ano acamgoe pode influenciar o
aumento de casos de determinadas doencas.

Pré-disposicao racial relacionada ao desenvolviondattumores é reconhecida
em caes ha muitos anos (CULLEN; PAGE; MISDORP, 208 que diz respeito a
predisposi¢do racial aos TBNP, h4 grande prevalédei animais sem raca definida
(MEIRELLES et al, 2010). J4 Goldschmidt e Shofer (1992) relatam pode haver
predisposicao de animais da raca Golden Retriea®M&BNP, enquanto Scott al.
(2001) sugerem a predisposicao de Fox Terriersetmgannomasubcutaneos. Gaitero
et al (2008) sugerem que em algumas localidades podérgxiedilecdo por algumas
racas de caes, 0 que leva ao maior diagnosticetdendinadas doencas nestes animais.
Os caes da raca Pastor Aleméo, criada amplamentegié® Sul do Brasil, tiveram
maior incidéncia, seguidos dos animais sem ragaidef(SOCIEDADE BRASILEIRA
CAES PASTORES ALEMAES, 2013).

Em relagdo ao sexo, as fémeas foram mais acomeigass machos (55,71% e
41,42% respectivamente). Gaiteet al. (2008) sugeriram também uma maior
incidéncia em fémeas. Em caes, ainda nao foi commpgeouma relacdo hormonal que
possa explicar uma possivel relagcdo entre o sero raior incidéncia de TBNP,

entretanto, na medicina humana, especula-se o wvwmesito de hormoénios do
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crescimento no desenvolvimento de neurofiboromasardar a puberdade e ao
desenvolvimento da neurofibromatose durante adgayiFISHBEINet al., 2007).

A faixa etaria predominante encontrada foi compgsiaanimais entre 8 — 11
anos de idade, seguidos pelos de 12 — 16 anosade.iEstas informacdes estdo de
acordo com outros autores, que relatam uma inca@é@redominante em animais de
meia idade (VIOTTet al, 2007; GAITEROet al, 2008). A relacdo idade x neoplasia
em animais domeésticos € amplamente discutida. @@oide danos genéticos durante
o tempo, fungcdo imunoldgica diminuida, e um longmpgo de intervalo entre a
transformacdo maligna de uma Unica célula e a démelg de um neoplasma
clinicamente detectavel podem ser explanac¢des emdigmtes ou interdependentes para
0 aumento na incidéncia de tumores no ultimo tetgovida do animal (CULLEN;
PAGE; MISDORP, 2002).

No que diz respeito a localizagdo dos tumores, BNPI costumam envolver
principalmente os membros de cées (CHIJIWA; UCHIDPATEYAMA, 2004);
GAITERO et al, 2008), localizados nos maiores nervos (HU&Gl, 2010). Nesse
estudo, os membros toracicos e pélvicos foramazdanais afetados.

Microscopicamente, as lesdes correspondem aosselatliteratura de casos de
TBNP em caes (HENDRICIgt al, 1998). A distincdo de fatores que se sobrepdem o
coexistem em determinadas lesfes, assim como anilededo da malignidade, fazem
parte de um procedimento diagndstico adequado (ROZ¥4). Aqui, a histologia
associada a imuno-histoquimica, permitiu que ordiatico fosse firmado e a partir de
dados coletados junto aos médicos veterinarioonsspeis pelos atendimentos e aos
proprietarios dos animais péde ser realizada asaéal prognostica.

Na histologia dos tumores benignos, observam-se padrdes histologicos
predominantes. O primeiro compde a forma “classd@s schwannomas, com células
fusiformes dispostas em palicada ou redemoinhogjeradamente celulares numa
matriz fibrinoide delicada. Estes, muitas vezes &@widerados dificeis de diferenciar
das variantes malignas, uma vez que 0s tumoregrmEnapresentarem areas extensas
de necrose e pleomorfismo celular (RODRIGUEZ al, 2012). Apesar disto, foi
possivel identifica-los pelo discreto pleomorfismpor nao infiltrarem tecidos
adjacentes e possuirem os padroes Antoni A e B evaientes. A razao pela qual as
células de Schwann se organizam nesses padroesstdoclara, porém tem-se

observado que neoplasias inicialmente arranjadagadcdo Antoni A podem mudar
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para o padrdo B apos mudltiplas transplantacdespreigso, o padrdo B poderia
representar uma forma primitiva, ou um estado asam (KRINKE, 2011).

No segundo padrdo histolégico observado nas Idséeignas € demonstrado
um arranjo diferente, que pode ser comparado aosofitromas caracterizados na
literatura médica humana (ROSAI, 2004). Estas rasige possuem células longas,
dispostas em paralelo ou em diversas direcdes dificibnente formam ninhos. Além
disso, sdo formadas por diferentes componentetasedy menos homogéneos do que
os schwannomas (RODRIGUE#2t al, 2012). Estes componentes podem ser
evidenciados pela coloracdo de TM e pela IHQ. Nengira, observa-se variavel
quantidade de tecido conjuntivo pericelular, condé&ncia a um acumulo maior do que
nos schwannomas. Na IHQ, pode-se valer de marcadoesurais, como o0
neurofilamento. Nos neurofiboromas, este tende a pmitivo entre as células
neoplasicas intratumorais, exatamente pelo comperito de divulsionar os nervos
envolvidos na lesdo, ao contrario dos schwannomaes tendem a comprimir 0 nervo
adjacente. Por isso, quando ocorre a marcacaavaogdra neurofilamento, ela ocorre
na periferia, e ndo no centro da lesdo (ROSAI, R0@utra marcagédo positiva
observada nesta variante dos TBNP, & na coloragdazdl de toluidina. Segundo
Cavanagh (1990), mastocitos séo vistos nos espagiEeurais, € 0 numero destas
células inflamatérias aumenta quando ocorre algunj&ia ao sistema nervoso
periférico. Na pesquisa realizada por Viettal (2007), os tumores diagnosticados
como schwannoma apresentaram mastocitos restritpsueas areas, enquanto 0s
neurofibromas possuiam altas concentracdes destes.

Em relacdo ao comportamento invasivo dos neurafias) € possivel observar
na histologia, o “englobamento” de estruturas nasradjacentes, como observado em
dois casos, onde havia glandulas e tecido musctdartbém descritos em outros
trabalhos (RODRIGUE#t al, 2012).

Ainda na IHQ, dois marcadores sdo amplamente aditiz tanto na medicina
humana quanto na veterinaria, a vimentina e a ip@t&-100. A vimentina € o
filamento intermediario tipico das células mesemgis, e marcam difusamente nos
TBBNP (MELLO; ALVES, 1999; GROSSt al, 2009).

Um dos casos relatados como TMBNP foi negativaH@ para vimentina. Isso
se deve, pois embora os tecidos normais marquersistememente, as células
neoplasicas sdo menos uniformes nos padrées dagéardApesar da origem clonal da

maioria dos neoplasmas, no momento em que elegesdmhecidos clinicamente,
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muitos sdo compostos por uma populacdo heterogdeeeélulas com padrdes de
expressao génica diferentes devido a progressaoralnd heterogenicidade tumoral
leva a expressdes inconsistentes de proteinasegeesde antigeno) e por isso, a
padrbes de marcacgdo inconsistentes. Neoplasiagmebte diferenciadas sdo menos
provaveis de expressar as proteinas tipicas déaséle origem do tumor (CULLEN;
PAGE; MISDORP, 2002).

Na IHQ para vimentina, os TBBNP que apresentaratrosuipos celulares,
como fibroblastos, a tendéncia da marcacdo foisdife acentuada das células
neoplasicas, sem marcar o restante do tumor, quen@osto por células normais do
sistema nervoso periférico. Amarcacao positiva paicdeina S-100, embora ndo tao
acentuada quanto a vimentina, constitui um ferrammke diagnéstico diferencial
importante para fibrossarcomas, que ndo marcanpestina (GROSSt al, 2009). A
proteina S-100, além de ser encontrada em umaearartdade de células normais —
melandcitos, subpopulacdes de histidcitos, contrcadipocitos, musculo cardiaco e
esquelético, células de Schwann, entre outras e f@dbém expressar-se nos tumores
correspondentes. Duas de suas maiores utilidadea g@sitividade citoplasmatica e
nuclear, usualmente extensa, em virtualmente tosl@selanomas, e na evidenciagao de
diferenciacéo para bainha de nervo periférico (MBLALVES, 1999). De acordo com
estas informacfes, os schwannomas desta pesquidaram a marcar difusamente
vimentina e proteina S-100, porém com intensidaaigavel. Como uma neoplasia
benigna, os schwannomas sao facilmente diferersiads melanomas na propria
histologia.

As células de Schwann nao produzem colageno, ssitvas para proteina S-
100 e circundadas por lamina basal. Outros mareadfmram sugeridos para estas
células, como anticorpos para proteinas especifieasnielina. Porém, células de
Schwann neoplasicas ndo produzem mielina, e camasstilizacdo destes marcadores
pode gerar diagnosticos falso-negativos (KRINKEL D0

Entre os diagnosticos diferenciais de TBNP maisados na litetura,
ohemangiopericitoma é um dos mais importantes sEdierenciam-se por serem mais
celulares, na maior parte dos casos. O predoméniidleos fusiformes com nucléolos
pequenos torna o diagnostico de TBBNP mais com$estevisto que o0s
hemangiopericitomas possuem nucleos mais redo@RO$Set al, 2009).

Na IHQ os hemangiopericitomas demonstram marcacém pliversos
anticorpos, como vimentina, actina, desmina, fatdi, S-100, enolase especifica
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neuronal e GFAP. Assim como Gaitetoal. (2004), o que chamou a atengao no estudo
destes pesquisadores, foi que 80% dos hemangibperas apresentaram marcacao
positiva em actina, e negativa em todos dos TBNRndo de acordo com marcacoes
observadas nesse trabalho. Em cées, os TMBNP tarmploésuem histomorfologia
similar aos hemangiopericitomas (HENDRI@&K al, 1998). Em contraste a estes, 0s
TMBNP possuem espirais menos proeminentes, e aim@iossui colageno esclerdético
com mais frequéncia do que capilares. As célulaffoimes sdo mais delicadas, e
possuem mais matriz fibrilar intercelular ou musaao que os hemangiopericitomas
(HENDRICK et al, 1998). Além dessas diferencasa, IHQ para aaosm tumores
benignos, os malignos ndo apresentaram marcac@#iovgoe que seria esperado dos
hemangiopericitomas (GAITERE& al, 2004).

Outro diagnostico diferencial mais criticos relae@idos ao TMBNP sdo os
melanomasamelanoéticos. IHQ para S-100 é amplamgilteada para confirmar o
diagnéstico em humanos e em animais (RAMOS-VA®RAL, 2000). Entre os fatores
especulados para que os TBNP e melanomas comeartidlbrtas caracteristicas, esta
no fato de que tanto melandcitos quanto célulaSatevann possuem a mesma origem
embrionaria, da crista neural (BANKS, 1992). Isamibém explicaria a ocorréncia,
rara, de células melanociticas em TBNP (MENNEME¥ERL, 1979; PATNAIK;
ERLANDSON; LIEBERMAN, 1984; FETSCH; MICHAEL; MIETTEN, 2000).
Choi e Kusewitt (2003) demonstraram que schwannamosisimam ser negativos para
marcadores usualmente utilizados para melanomasngo S-100, como Melan-A e
proteina tirosinase-2. Assim, erros de interpretggddem facilmente ocorrer quando
apenas um anticorpo € utilizado. Um painel de argims é mais provavel de prover
informacgdes Uteis e acuradas (CULLEN; PAGE; MISDORB02). Fixacdo adequada,
utilizacdo de controles e técnicas de marcagdoistentes sdo essenciais para uma
interpretacdo apropriada da imuno-histoquimica (CEN;, PAGE; MISDORP, 2002).

Fatores técnicos como a concentracdo do anticoripoapo e condicbes de
incubacdo podem afetar a proporcdo de células aisngue serdo marcadas. Com
frequéncia, existe variacdo na proporcao de célmasadas em diferentes locais do
mesmo neoplasma. Os resultados séo interpretadus positivos quando pelo menos
uma proporcao de células que possuem claramergenorneoplasica sdo marcadas
com anticorpos apropriados (CULLEN; PAGE; MISDORB0?2).

Entre os outros marcadores utilizados na IHQ, a BBFAmM filamento
intermediario caracteristico dos astrocitos (MELLALVES, 1999), apresentou
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marcacao positiva e de intensidade variavel taot tanmores benignos, quanto nos
malignos. Em humanos, Kawahatal. (1988) relatam a ocorréncia desta marcacao
especialmente em tumores localizados em regifesintarnas do corpo dos pacientes.
Este fato ndo converge com os resultados obtideta neesquisa, onde 0s tumores
localizam-se principalmente em membros.

Algumas pesquisas relacionadas a marcacao de Géi#deacam que os TBBNP
sao positivos do que TMBNP, o0 que poderia tornge &8amento util em distinguir
estas variantes (ENZIGER; WEISS, 2001;GAITERQlL, 2004).

Uma teoria ainda recente em tumores em humanojcéreéncia de tumores
hibridos e a positividade de GFAP nestes. A maidoa TBNP, especialmente os
benignos, exibem caracteristicas morfoloégicas enofenotipicas distintivas, que
permitem uma determinacdo clara em um tipo diagmstpredominantemente
neurofiboroma, schwannoma e perineuroma. Ocasiomairedio relatados tumores que
sao dificeis de especificar em apenas uma cate(RO®RIGUEZet al, 2012). Estes
podem apresentar uma conformacao celular de besgu¢intemente schwannoma), e
associado a isto, caracteristicas de outros TBNRpcschwannoma + perineuroma e
schwannoma + neurofibroma, ou pode ocorrer a @ldé padrbes diferentes de
tumores (SPINNERet al, 2007; RODRIGUEZet al, 2012). Em duas amostras de
TBBNP, pertencentes ao segundo grupo histologicescride, apresentavam
caracteristicas focais de schwannoma (cédes 5 epd@m, adicionado a elas, uma
estrutura predominante de neurofibroma, além deagao positiva para GFAP. Além
de humanos, tumores hibridos ja foram diagnostkadm cdes (SCHONIGER,;
SUMMERS, 2009), gatos (SCHULMARM al, 2009) e bovinos (NIELSEN; JENSEN;
LEIFSSON, 2011).

De acordo com os resultados obtidos neste trab&dhencontrada reatividade
para o fator VIII em uma area limitada de um dawsdres malignos (cédo 66). E de
acordo com Morphopoulost al. (1996) e Mello e Alves (1999) este resultado pode
representar diferenciacdo vascular da neuroectadeewplasica.

Em relagdo a proliferagdo celular, acredita-se quanto maior a atividade
proliferativa de um tumor, pior sera seu comportamédiologico (MELLO; ALVES,
1999). Quanto a métodos imuno-histoquimicos, atiies o marcador nuclear Ki-67,
amplamente difundido na medicina humana e vetesin&ste, € expresso durante a
fase proliferativa do ciclo celular. Em tumoresmarcacéo prové uma medida de
crescimento tumoral, que basicamente é um indicda@tividade mitética das células
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(LINDEN et al, 1992). Nesta pesquisa, a quantidade de nuclaogsados variou de 0 a
mais de 13, tanto nos tumores benignos quanto nigmoa. O esperado, era que o
indice de proliferacdo dos tumores benignos peroease menor do que nos malignos
(GHILUSI et al, 2009). Porém, estas varia¢gdes podem ocorrerogol8BNP tratam-se
de neoplasias agressivas, que facilmente se expange longo de nervos,
especialmente por poderem se apresentar na forsenapsulada. Esta forma se
localiza principalmente no tecido subcutaneo e,siocalmente, emite projecdes
delicadas a partir do tecido tumoral que se esteraté a gordura adjacente, ao longo
dos planos fasciais. Isso explica a alta taxa dédiv@ observada ap0s a excisdo desses
tumores (GROSA& al, 2009). Comparando as medias de marcacao obtaakc67
em tumores benignos e malignos, os ultimos aprasent média maior que a dos
primeiros, porém esta diferenca nédo foi signifieaggtatisticamente.

Mesmo com o resultado similar das médias de pralifi® celular entre tumores
benignos e malignos, foi possivel estabelecer é&raa analise estatistica, que o risco
de um animal com tumor maligno apresentar recidivia61 vezes maior que o animal
com tumor benigno. Na literatura, tanto o diageéstie neoplasia maligna, quanto a
recidiva sdo classificados com prognostico resereadiim (STARKet al, 2001).

Existe ainda a possibilidade da utilizacdo de utroarcadores imuno-
histoquimicos que auxiliem no estabelecimento depuogndstico, como o p53 e as
chaperonas, além dee marcadores com maior espaaificpara a origem celular e/ou
que possibilitem a diferenciacéo entre tumoresdmas e malignos (KINDBLOMet
al., 1995; WATANABEetal., 2001; ZOUet al, 2009).
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6 CONCLUSOES

Os tumores de bainha de nervo periférico cutanesaghesquisa apresentaram
as seguintes caracteristicas:

* Localizacdo predominante em membros;

» Caes com idade entre 8-11 anos foram mais acorsgtido

* Fémeas foram mais acometidas que machos;

e O padréo histolégico Antoni A foi mais observaas tumores
benignos;

* Diversos marcadores imuno-histoquimicos auxiliamdragnostico de
TBNP, e 0s que apresentaram maior sensibilida@denfanti-vimentina e
anti- proteina S-100.

* Os animais que apresentam tumor maligno possuefin vE&fes mais

chance de recidiva.
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