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RESUMO

O Glioblastoma multiforme é uma neoplasia astrocitaria maligna e infiltrativa que se torna mais
frequente com a idade e tem uma incidéncia de 12% a 15% dentre as neoplasias intracranianas
com uma sobrevida pds-operatoria de 12 meses. Angiogénese é um dos principais pré-requisitos
para o crescimento tumoral e para metastase. Em glioblastomas, a presenca de vascularizacéo
atipica estabelece de forma marcante a malignidade de suas células que secretam fatores pro-
angiogeénicos alterando totalmente a estrutura do vaso, tornando-o similar a um glomérulo renal.
O estudo dos indicadores de anaplasia (mitose, celularidade e necrose em palicada) em regido
circunvizinha a angiogénese tipica e atipica, em glioblastomas, esclarecera a importancia da
estrutura vascular normal ou alterada para o desenvolvimento deste tipo de tumor. O presente
estudo teve por objetivo avaliar a influéncia dos parametros histopatolégicos de
hipercelularidade, mitose e necrose em palicada na vasculatura dos glioblastomas. Foram
utilizados blocos de parafina com fragmentos teciduais cujos diagnosticos histopatolégicos foram
de glioblastomas. Foram preparadas laminas e, apds analise histologica, selecionados 0s casos
que apresentaram vasculatura atipica. Em cada caso foram analisados os parametros de
malignidade: hipercelularidade, mitose e presenca de necrose em palicada em areas vasculares
tipicas para comparacao com areas vasculares atipicas. Apds essa analise, a morfometria gerou as
médias da contagem do nimero de células tumorais e nimero de mitoses que foram comparadas
intra-grupo e esses achados foram correlacionados com a presenca ou auséncia de necrose em
palicada. O nimero de mitoses e células em regides circunvizinhas a vasos atipicos foi
estatisticamente superior, estando fortemente relacionados entre si. Constatou-se, que regides
onde ha o aumento do numero de células e mitoses predispem a formacdo de vascularizagdo
atipica. A necrose em palicada ndo teve correlagdo com o aumento do nimero de mitoses em
areas vasculares tipicas ou atipicas, mas sua presenca foi significativa quanto ao nimero de
células, sendo encontrada uma maior celularidade nos casos em que estava presente esse tipo de
necrose. Ha interferéncia dos parametros histopatologicos relacionados a hipercelularidade e
numero de mitoses na &reas vasculares atipicas dos glioblastomas em relacéo as areas vasculares
tipicas.

Palavras-chave: Glioblastoma, angiogénese, hipercelularidade, mitose, necrose em palicada.



ABSTRACT

Glioblastoma multiforme is a malignant astrocytic tumor infiltrating becoming more frequent
with age, has an incidence of 12% to 15% among intracranial tumors with a postoperative
survival of 12 months. Angiogenesis is a key prerequisite for tumor growth and metastasis.
Glioblastomas in the presence of atypical vascularization provides subsidies to the malignancy of
their cells that secrete pro-angiogenic factors altering the structure of the vessel, making it similar
to a renal glomerulus. The study of indicators of anaplasia (mitosis, hypercellularity, necrosis in
palisading) in region surrounding typical and atypical angiogenesis , in Glioblastomas will clarify
the importance of the normal or changed vascular structure to the development of this tumor type.
The aim of this study was to evaluate the influence of histomorphometric parameters of
hypercellularity, mitoses and necrosis palisading in the vasculature of glioblastomas.
This study used paraffin blocks of tissue samples with histopathological diagnoses of
glioblastoma. Slides were prepared and after morphological analysis selected cases that presented
atypical vasculature. In each case we analyzed the parameters of malignancy increased
cellularity, mitosis and necrosis palisading in the typical vascular areas to compare with atypical
vascular areas. After that morphometric analysis, the mean counts of the number of tumor cells
and number of mitosis were compared and these findings were correlated with the presence or
absence of necrosis in palisades.The number of mitoses and cells in areas surrounding the
atypical vessels was superior, being strongly interlinked. It was found that regions where there is
increase in cells number and mitosis predisposes the formation of atypical vascularization.
Palisading necrosis did not correlate with the increased number of mitoses in vascular areas
typical or atypical, but their presence was significant as for the number of cells, was found an
increased cellularity where was this type of necrosis present. There is interference by the
histopathological parameters related to hypercellularity and number of mitosis in vascular

atypical areas of glioblastomas as compared to the typical areas.

KEYWORDS: Glioblastoma, angiogenesis, hypercellularity, mitoses, palisading necrosis.
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1. APRESENTACAO

Os tumores do Sistema Nervoso Central (SNC) constituem um grupo heterogéneo de
doencas, sendo as neoplasias astrocitarias correspondentes a 60% deles (ISOLAN et al., 2005).
Os astrocitomas constituem o principal tipo histolégico entre os tumores primarios do Sistema
Nervoso Central (SNC), configurando 1,32% de todas as neoplasias diagnosticadas anualmente.
O termo astrocitoma foi cunhado por Virchow para designar 0s tumores compostos
predominantemente por astrdcitos atipicos, porém sé foi empregado definitivamente na
classificacdo proposta por Bailey e Cushing (FARIA, PATROCINIO e RABENHORST, 2006).
Representam o tumor sélido mais freqliente na infancia e adolescéncia, com aproximadamente
17% de todos os casos de cancer nesta faixa etaria. Os gliomas de alto grau (astrocitoma
anaplésico e glioblastoma multiforme) sdo tumores mais comuns em adultos do que em pacientes
pediatricos, representando somente 1% dos tumores do SNC na infancia e ocorrem com maior
frequéncia durante a primeira década de vida (CARVALHO et al., 2006).

Na classificacdo histopatoldgica da Organizacdo Mundial da Saude (OMS) para 0s
tumores préprios do SNC, admite-se que as diversas apresentacdes histologicas dos astrocitomas
possam ser divididas em diferentes graus de malignidade, variando de I a IV. Os astrocitomas de
grau | sdo o astrocitoma de célula gigante subependimario e o astrocitoma pilocitico; os de grau
Il sdo astrocitoma pilomixodide, o astrocitoma difuso e o xantoastrocitoma pleomorfico; o de grau
Il é o astrocitoma anaplasico e os de grau IV sdo o glioblastoma, o glioblastoma de célula
gigante e o gliossarcoma (LOUIS et al., 2007).

Em grande parte, essa graduacao resulta do reconhecimento de indicadores de anaplasia
(hipercelularidade, pleomorfismo nuclear, atividade mitotica, angiogénese e necrose) tipicos de
cada variante tumoral através da analise histologica rotineira por microscopia éptica. Como regra
geral, o grau tumoral é baseado nas areas de maior atipia, admitindo-se que essa populacédo de
celulas é a que determina o curso da doenga. Além de manifestar o0 comportamento biologico
tumoral, permitindo inferéncias progndsticas, o acimulo de achados anaplésicos parece refletir a
progressao das alteracGes moleculares adquiridas durante o processo de transformacédo neoplasica
(FARIA, etal., 2006).

O GBM ¢ uma neoplasia astrocitaria maligna, torna-se mais frequente com a idade,

representando dentre as neoplasias astrocitarias do SNC, acima de 50% ap6s os 60 anos
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(EDMONSON, 1995; CAMBRUZZI et al.,, 2010). A incidéncia dos Glioblastomas
multiformes é de 12% a 15% dentre as neoplasias intracranianas e de 2% dentre todos os tumores
(MAHALEY, 1989). A sobrevida pds-operatoria, apesar do tratamento, é de 12 meses (ROSAI,
2004). Estima-se que menos de 3% dos pacientes com glioblastoma sobrevivem cinco anos apés
0 diagndstico, sendo a idade avancada o preditor mais significativo de mau progndstico
(SALMAGGI et al., 2008). Estes tumores sdo mais freqiientes em homens do que em mulheres
(CBTRUS 2008).

A permeabilidade vascular e a angiogénese dependem do tipo do tumor e do 6rgao
acometido, visto que cada 6rgdo tem o estroma diferente do outro, com fatores pré e anti
angiogénicos diferentes (POON, FAN e WONG, 2003). Em Glioblastomas, a presenca de
vascularizacdo atipica estabelece de forma marcante a malignidade de suas células tumorais que
secretam fatores pro-angiogénicos alterando totalmente a estrutura do vaso, tornando-o, por
vezes, semelhante a um glomérulo renal , além de ser um parametro histoldgico, onde sua
presenca indica o diagndstico preciso deste tipo tumoral (LOUIS, 2007; KLEIHUES E
CAVENEE, 2000; CAVENEE et al., 2000; HADDAD et al., 1992).

Multiplos focos de pequenas necroses centrais com células na periferia que se
assemelham a palicada, conhecida como necrose em palicada ou pseudopalicada, também é um
importante preditor de malignidade, pois assim como a vascularizacdo atipica, sua simples
presenca, isolada ou em conjunto com outros parametros, define o diagnostico histoldgico de
Glioblastoma (BRAT E VAN MEIR, 2004; BRAT et al., 2004; KLEIHUES E CAVENEE,
2000; GRAEBER et al., 1996; . KINZLER e VOGELSTEIN, 1996). O estudo dos indicadores
de anaplasia (mitose, celularidade e necrose em palicada) em regido circunvizinha a angiogénese
tipica e atipica, em Glioblastomas, esclarecera a importancia da estrutura vascular normal ou

alterada para o desenvolvimento deste tipo de tumor.
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2. REVISAO DE LITERATURA

As patologias tumorais do sistema do SNC  possuem caracteristicas peculiares
diferenciais dos demais tumores do organismo humano por isso a distingdo entre lesbes benignas
e malignas é menos evidenciada no SNC.

Os gliomas sdo tumores cerebrais que podem infiltrar grandes regibes cerebrais levando a
deficiéncias clinicas sérias e prognostico reservado. Os sinais e sintomas clinicos mais comuns se
expressam por convulsdes, cefaléias e deficiéncias neuroldgicas focais relacionadas com a regido
anatdmica do comprometimento (KUMAR, ABBAS e FAUSTO, 2005).

Glioma é o termo utilizado para designar os tumores (neoplasias) originarios das células
da glia encefalica, sendo estes, a forma mais comum de tumor cerebral priméario (BAVARESCO,
2008).

A glia é formada por varias células e tem como principal funcdo dar suporte nutricional,
sanguineo, estrutural e de defesa aos neurdnios. Essas células se encontram ao redor dos
neurdnios e entre os axénios neuronais. A maior parte da glia em termos quantitativos pode ser
encontrada na substancia branca encefalica. A glia é formada por quatro células principais:
astrocitos, oligodendrdcitos, microglia e epéndima. Serdo dessas células que as neoplasias se
originardo (NARDIN, 2006; CAPPELLARI, 2008).

Os gliomas, na grande maioria dos casos se originam de mutagdo espontanea em genes
que controlam a divisao celular. Esses genes quando em funcdo normal controlam a sua diviséo
de forma harménica. Essa mutacao é esporadica e ndo tem carater hereditario. Somente em casos
raros de tumores familiares os genes passam de uma geragdo a outra (FURNARI et al., 2007;
THE CANCER GENOME ATLAS RESEARCH NETWORK, 2008).

Seguindo a mesma nomenclatura das células que formam a glia, os gliomas podem ser
divididos em quatro grandes grupos de acordo com a OMS.

1. Os gliomas de origem astrocitica: Astrocitomas.

2. Os gliomas de origem oligodendrocitica: Oligodendrogliomas.

3. Os gliomas de origem ependimaria: os Ependimomas.

4. Os gliomas mistos: Oligoastrocitomas.

13



Cerca de 240 mil tumores cerebrais primarios sdo diagnosticados a cada ano, somente nos
Estados Unidos. A incidéncia estimada para todas as idades é de 8,2 casos para cada 100 mil
habitantes, e os tumores cerebrais tém sido diagnosticados com frequéncia cada vez maior,
especialmente devido ao crescente nimero de idosos. Além disso, sdo responsaveis por 20% das
condigdes malignas antes dos 15 anos de idade. Além de ter tido sua incidéncia aumentada em
funcdo do envelhecimento populacional, houve também aumento nos tumores primarios do SNC
em todas as faixas etarias. Por exemplo, o aumento médio de tumores priméarios do SNC para
idades de 75 a 79, 80 a 84 e acima dos 85 anos foi de respectivamente 7%, 20,4% e 23,4%. Esse
aumento da incidéncia parece ser independente das melhorias nos meios de diagnéstico (ALHO e
BROCK, 2009).

Os tumores do SNC constituem um grupo heterogéneo de doencas, sendo as neoplasias
astrocitarias correspondentes a 60% deles (ISOLAN et al., 2005). Os astrocitomas constituem o
principal tipo histolégico entre os tumores priméarios do SNC, configurando 1,32% de todas as
neoplasias diagnosticadas anualmente. O termo astrocitoma foi cunhado por Virchow para
designar os tumores compostos predominantemente por astrocitos atipicos, porém sé foi
empregado definitivamente na classificacdo proposta por Bailey e Cushing (FARIA,
PATROCINIO e RABENHORST, 2006). Representam o tumor sélido mais freqiiente na infancia
e adolescéncia, com aproximadamente 17% de todos os casos de cancer nesta faixa etaria. Os
gliomas de alto grau (astrocitoma anaplasico e glioblastoma multiforme) sdo tumores mais
comuns em adultos do que em pacientes pediatricos, representando somente 1% dos tumores do
SNC na infancia e ocorrem com maior freqliéncia durante a primeira década de vida
(CARVALHO et al., 2006).

A despeito da baixa incidéncia, os astrocitomas, além de representarem 0S mais
freqlientes tumores solidos da infancia, sdo a segunda causa de mortalidade por cancer nessa
faixa etaria, ficando atras somente das leucemias. Nos adultos, a sobrevida média apds cinco anos
do diagndstico desses tumores € de 32%, constituindo a terceira e a quarta causa de mortalidade
por céancer entre homens e mulheres, respectivamente (PEKMEZOVIC, JAREBINSKI e
PAVLOVIC, 2002).

Na classificacdo histopatologica da OMS para os tumores proprios do SNC, admite-se que
as diversas apresentacdes histologicas dos astrocitomas possam ser divididas em diferentes graus

de malignidade, variando de | a V. Os astrocitomas de grau | sdo o astrocitoma de célula gigante
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subependimario e o astrocitoma pilocitico; os de grau Il sdo astrocitoma pilomixoide, o
astrocitoma difuso e o xantoastrocitoma pleomorfico; o de grau Il é o astrocitoma anaplésico e
os de grau 1V sdo o glioblastoma, o glioblastoma de célula gigante e o gliossarcoma (LOUIS et
al., 2007).

Em grande parte, essa graduacdo resulta do reconhecimento de indicadores de anaplasia
(hipercelularidade, pleomorfismo nuclear, atividade mitética, angiogénese e necrose) tipicos de
cada variante tumoral atraves da analise histoldgica rotineira por microscopia éptica. Como regra
geral, o grau tumoral é baseado nas areas de maior atipia, admitindo-se que essa populacdo de
células é a que determina o curso da doenca. Além de manifestar o comportamento bioldgico
tumoral, permitindo inferéncias progndsticas, o acimulo de achados anaplasicos parece refletir a
progressao das alteracbes moleculares adquiridas durante o processo de transformacdo neoplasica
(FARIA et al., 2006).

O GBM ¢ uma neoplasia astrocitaria maligna, torna-se mais freqliiente com a idade,
representando somente 1% dos gliomas na primeira década de vida, mas acima de 50% ap0s 0s
60 anos (EDMONSON, 1995; CAMBRUZZI et al., 2010). A incidéncia dos Glioblastomas
multiformes € de 12% a 15% dentre as neoplasias intracranianas. (MAHALEY, 1989). A
sobrevida pés-operatoria, apesar do tratamento, é de 12 meses (ROSAI, 2004). Estima-se que
menos de 3% dos pacientes com glioblastoma sobrevivem cinco anos apos o diagnostico, sendo a
idade avancada o preditor mais significativo de mau prognostico (SALMAGGI et al., 2008).
Estes tumores sdo mais freqtientes em homens do que em mulheres (CBTRUS 2008).

Apesar da curta duracdo da sintomatologia, o0s glioblastomas podem ser
surpreendentemente grandes quando do inicio dos sintomas, inclusive ocupando uma extensa
area do parénquima cerebral (KLEIHUES e CAVANEE, 1997). E caracterizado histologicamente
por seu polimorfismo celular com células gliais imaturas e gigantes, apresentando imagens de
mitose (CAMBIER et al., 1988; DAI e HOLLAND, 2001). Estes tumores tém uma aparéncia
histoldgica semelhante a do astrocitoma anaplasico, com as caracteristicas adicionais de necrose e
proliferacdo de células vasculares ou endoteliais - tufos de células vasculares empilhadas que se
projetam para a luz vascular (GIROLAMI, 2000). A necrose no GBM, ocorre, muitas vezes em
um padrdo sinuoso, em areas de hipercelularidade com células tumorais altamente malignas

aglomeradas ao longo das bordas das regifes necréticas (GIROLAMI, 2000).
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Embora a disseminagéo infiltrativa seja uma caracteristica comum de todos os tumores
astrociticos, os GBM sdo particularmente notorios pela répida invasdo de estruturas cerebrais
adjacentes (DEL MAESTRO et al., 1990). A invasdo tumoral, via vasos sanguineos e linfaticos, é
considerada o principal marco de malignidade e também um dos maiores impedimentos para a
cura do cancer (ECCLES, 1999).

De acordo com evidéncias bioldgicas e clinicas, os GBM classificam-se em dois subtipos:
a) GBM primarios ou “de novo”, que acometem pessoas com idade média de 55 anos, que apre
sentam historia clinica de curta duracdo, usualmente menor que seis meses, sem evidéncia clinica
ou histopatolégica de lesdo maligna precursora; b) GBM secundarios, que se originam de
astrocitomas difusos de baixo grau ou astrocitomas anaplasicos, sendo provavelmente os
responsaveis pela maioria dos glioblastomas. Este subtipo apresenta longo tempo de evolucao
clinica, com tempo medio de quatro anos, e acometem preferencialmente adultos jovens, com
idade média de 40 anos (WATANABE et al., 1996; FRANCO-HERNANDEZ e MARTINEZ-
GONZALEZ e REY, 2007).

Ha evidéncias de que glioblastomas primarios e secundarios constituem entidades
diferentes, envolvendo vias genéticas proprias, pacientes em distintas faixas etarias e com
respostas variadas ao tratamento (TOHMA et al. 1998). Esta hipotese baseia-se em observagdes
dos diferentes espectros de alteracfes genéticas encontradas tanto nos GBM secundarios como
nos astrocitomas de baixo grau e astrocitomas anaplasicos (FONSECA et al., 2003; OHGAKI e
KLEIHUES, 2007).

Dentre os critérios de evolugdo tumoral, anteriormente citados, podemos destacar a
angiogénese. John Hunter em 1787 cunhou este termo para descrever o crescimento de novos
vasos (GUPTA e ZHANG, 2005). A angiogénese esta envolvida em uma série de condicdes
patoldgicas nas quais 0s processos de inflamacdo e de isquemia estdo presentes (ENEPEKIDES
et al., 1999). O conceito de que o crescimento tumoral e o0 processo de formacdo de metastases
sejam dependentes do desenvolvimento de novos vasos sangiiineos foi consolidado por Folkman,
no inicio da década de 70 (FOLKMAN, 1971; 1972; 2002). Varios estudos a partir dessa data
tém confirmado as hipéteses de Folkman e demonstrado a importancia do processo de
angiogénese no desenvolvimento dos tumores.

A constatacdo de que a angiogénese tem uma correlagdo consistente e € um pré-requisito

para o crescimento tumoral e para metastase tem importantes implicagdes (RAK e YU, 2004).
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Como foi reconhecida inicialmente por Folkman essa necessidade continua de suprimento
vascular ¢ um importante sinal de crescimento e possivel metastase (FOLKMAN, 1971). Isto
porque 0 sangue carregado por tais vasos sanguineos € fonte ndo s6 de oxigénio, nutrientes e
metabolitos (FOLKMAN, 1995%), mas também de horménios, substancias derivadas do endotélio
(parécrinas); como fatores de crescimento e citocinas com acgdo pré-invasiva e proteolitica
fundamentais para o desenvolvimento de rotas de escape para a metastase hematogénica; além de
derivados tumorais com acao moduladora dos sistemas de coagulacéo e fibrinolitico (BROOKS
el al., 1995; NASH, WALSH e KAKKAR, 2001; FIDLER, 2001; WOJTUKIEWICZ, et al.,
2001; FERNANDEZ e RICKLES, 2002; SKOBE et al, 2004).

A existéncia destas atividades microvasculares mdaltiplas, maior parte promovidas pelo
tumor, conduziu Folkman a hipbtese de que terapias anti-angiogénicas ou anti-vasculares
poderiam representar uma alternativa para os tratamentos de cancer tradicionais (FOLKMAN,
1995% RAK e YU, 2004). Este conceito ja foi validado por meio de varios estudos pré-clinicos
em animais e atualmente foi relatado seu sucesso na clinica. Um ensaio clinico envolvendo
pacientes com cancer colorretal metastatico foi recentemente concluido. Neste, a quimioterapia
tradicional (irinothecan, 5-fluorouracil and leucovorin—IFL) foi combinada com um anticorpo
neutralizador (Avastin/bevacizumab) do fator de crescimento do endotélio vascular (VEGF), essa
associacdo levou a um aumento significativo na sobrevida dos pacientes (HURWITZ, et al.,
2004). Este resultado confirma a hipdtese de Folkman e demonstra a importancia do suprimento
vascular no desenvolvimento dos tumores.

Na angiogénese ocorre o crescimento de novos capilares a partir de células endoteliais
normais. Isto permite o crescimento do tumor além de 2-3 mm (maior tamanho possivel sem a
neoformacéo vascular), pela efusdo de oxigénio e nutrientes e remogéo de metabolitos toxicos, ao
invés de simples difusdo no espaco extracelular que manteria o tumor restrito, e com uma
pequena populacdo celular. Logo, este processo depende de um balanco entre fatores que
promovem o crescimento e fatores inibidores. Nos tecidos normais, 0s vasos estdo quiescentes e
as células secretam baixos niveis de indutores e altos niveis de inibidores da angiogénese. As
células do tumor secretam fatores angiogénicos para atrair células endoteliais que produzem
fatores de crescimento para o tumor, logo a celula maligna modifica o equilibrio dos fatores
angiogénicos (HASINA e LINGEN, 2001; BELTING, et al., 2004; TANDLE, BLAZER e
LIBUTTI, 2004).
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A angiogénese se inicia pela ativacdo das células endoteliais de vasos normais que
secretam enzimas degradando a membrana basal. Proteinases e ativadores do plasminogénio séo
secretados por células do tumor e dissolvem a matriz extracelular. As células endoteliais ativadas
proliferam, migram e desenvolvem novos capilares, sintetizam nova membrana basal e maturam
o0s vasos com a formacéo de limem. Os vasos se formam a partir de um vaso pré-existente e ndo
had uma homogeneidade no endotélio dos vasos. Os vasos do tumor sdo estruturalmente e
funcionalmente diferentes com uma vascularizagdo altamente desorganizada. S&o vasos
tortuosos, dilatados, formando bragos (POON, FAN e WONG, 2003).

A permeabilidade vascular e a angiogénese dependem do tipo do tumor e do 6rgao
acometido, visto que cada 6rgdo tem o estroma diferente do outro, com fatores pré e anti
angiogénicos diferentes (POON, FAN e WONG, 2003). Em GBM, a presenca de vascularizacdo
atipica estabelece de forma marcante a malignidade de suas células tumorais que secretam fatores
pré-angiogénicos alterando totalmente a estrutura do vaso, tornando-o, por vezes, semelhante a
um glomérulo renal , além de ser um parametro histologico, onde sua presenca indica o
diagnostico preciso deste tipo tumoral (Figura 1) (LOUIS, 2007; KLEIHUES E CAVENEE,
2000; CAVENEE et al., 2000; HADDAD et al., 1992).

Figura 1. Critérios histolégicos. A. Hipercelularidade e mitose em vasos
tipicos. B. Hipercelularidade e mitose em vasos atipicos. C. Necrose em
palicada. D. Vaso atipico.
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Multiplos focos de pequenas necroses centrais com células na periferia que se
assemelham a palicada, conhecida como necrose em palicada ou pseudopalicada, também € um
importante preditor de malignidade, pois assim como a vascularizacdo atipica, sua simples
presenca, isolada ou em conjunto com outros parametros, define o diagnostico histologico de
GBM (Figura 1). A necrose em palicada se da por aumento no consumo metabolico das células
tumorais, onde esse aumento da demanda de energia se d& pelo aumento da densidade celular,
expresso quantitativamente pelo aumento do nimero de células tumorais, tornando esta area de
aumento celular, além de mal nutrida, alvo facil do estimulo hipdxico que induz a apoptose, com
pequenas areas de necrose central. Na periferia se observam células que resistiram a este estimulo
mortal e além de sobreviver, tornam-se capazes de infiltrar novas areas (BRAT E VAN MEIR,
2004; BRAT et al., 2004; KLEIHUES E CAVENEE, 2000; GRAEBER et al., 1996; . KINZLER
e VOGELSTEIN, 1996). O estudo dos indicadores de anaplasia (mitose, celularidade e necrose
em palicada) em regido circunvizinha a angiogénese tipica e atipica, em GBM, esclarecera a

importancia da estrutura vascular normal ou alterada para o desenvolvimento deste tipo de tumor.
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ABSTRACT

CONTEXT: Angiogenesis is a prerequisite for tumor growth and expansion. Astrocytoma
constitutes the main histological type among primary tumors of the Central Nervous System.
Therefore, the study of angiogenesis in astrocytomas account for the vascular supply of this type
of tumor.

OBJECTIVE: Undertake a systematic review of articles demonstrating if angiogenesis in
astrocytomas using immunohistochemistry can help in determining therapy.

METHODS: We conducted a systematic review with a search in the databases LILACS, SciELO,
PubMed / Medline and Old Medline and published between 1966 and 2009. For selection of the
study the following criteria were considered: studies with biopsies of human astrocytomas in
patients with different degrees of malignancy, in which he was marking the vascular growth of
the tumor using immunohistochemistry and antigen Ki-67-labeled antibody MIB- 1.

RESULTS: Of the 22 articles initially identified through the electronic search, two articles have
been fully recovered for further evaluation.

CONCLUSIONS: There are few articles reporting the use of immunohistochemical staining of
vascular proliferation with antibody MIB-1. Furthermore, the results of the articles found are
contradictory, since one stimulates the anti-angiogenesis therapy and the other affirms that such
therapy is inefficacious if it is not associated with an anti-proliferative tumor therapy. The
contradiction of the studies does not discredit its findings, but highlights the need for further

research to clarify the importance of vascular proliferation in several types of gliomas.

KEY WORDS: Astrocytomas, immunohistochemistry, antigen Ki-67, antibody MIB- 1, vascular

proliferation
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RESUMO

CONTEXTO: Angiogénese € um pré-requisito basico para o crescimento e expansao tumoral. Os
astrocitomas constituem o principal tipo histologico entre os tumores primarios do Sistema
Nervoso Central. Logo, o estudo da angiogénese em astrocitomas esclarece o suprimento
vascular deste tipo de tumor.

OBJETIVO: Realizar uma revisdo sistematica de artigos que demonstrem se a angiogénese em
astrocitomas utilizando o método imunohistoquimico, auxilia na determinac&o da terapéutica.
METODOS: Realizamos uma revisdo sistematica com uma busca abrangente nos bancos de
dados LILACS, SciELO, PubMed / Medline e Old Medline, publicados entre 1966 e 2009. Para
selecdo do estudo os seguintes critérios foram considerados: estudos com bidpsias de seres
humanos portadores de astrocitomas nos seus diferentes graus de malignidade, nos quais foi feita
marcacao do crescimento vascular do tumor utilizando imunohistoquimica, sendo o antigeno ki-
67 marcado com o anticorpo MIB-1.

RESULTADOS: Dentre os 22 artigos inicialmente identificados através da busca eletrbnica, 2
artigos foram totalmente recuperados para a avaliagdo mais detalhada.

CONCLUSOES: Poucos sdo os artigos que relatam o uso da marcagdo imunohistoquimica da
proliferacdo vascular com anticorpo MIB-1. Além disso, os resultados dos artigos encontrados
sdo contraditorios, uma vez que, um incentiva a terapia antiangiogénica e o outro afirma que tal
terapia é ineficaz se ndo associada a uma terapia anti-proliferativa tumoral. A contradicdo dos
estudos ndo desacredita seus resultados, mas evidencia a necessidade de novas pesquisas que

esclarecam a importancia da proliferacdo vascular na determinacgéo da terapia.

PALAVRAS-CHAVE: Astrocitomas, imunohistoquimica, antigeno Ki-67, anticorpo MIB- 1,

proliferacdo vascular
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INTRODUCAO

Um tumor no seu periodo avascular € pequeno o bastante para receber nutrientes e
eliminar residuos por difusdo. Porém, sabe-se que um processo de difusdo ndo tem condigdes de
manter indefinidamente o crescimento de um tumor, pois o tumor consome nutrientes numa taxa
equivalente ao seu volume, onde a quantidade de nutrientes é proporcional a &rea de superficie do
tumor. Entdo, um tumor avascular pode se tornar dormente, parando seu crescimento. Porém, o
tumor pode suprir essa deficiéncia adquirindo suprimento de sangue e faz isso por induzir a
formacao de vasos sanguineos®. Este processo é dito angiogénese. Logo, a angiogénese é um pré-

requisito bésico para o crescimento e expansdo tumoral®.

Os tumores do Sistema Nervoso Central (SNC) constituem um grupo heterogéneo de
doencas, sendo as neoplasias astrocitarias correspondentes a 60% deles®. Os astrocitomas
constituem o principal tipo histolégico entre os tumores primarios do sistema nervoso central
(SNC), configurando 1,32% de todas as neoplasias diagnosticadas anualmente®. Representam o
tumor sélido mais freqlente na infancia e adolescéncia, com aproximadamente 17% de todos os
casos de cancer nesta faixa etaria. Os gliomas de alto grau (astrocitoma anaplasico e glioblastoma
multiforme) sdo tumores mais comuns em adultos do que em pacientes pediatricos, representando
somente 10% dos tumores do SNC na infancia e ocorrem com maior freqiiéncia durante a
primeira década de vida®.

A angiogénese depende do tipo do tumor e do 6rgao acometido, visto que cada 6rgdo tem
o estroma diferente do outro, com fatores pré e anti angiogénicos diferentes®. Logo, o estudo da

angiogénese em astrocitomas esclarece o suprimento vascular deste tipo de tumor.
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Existem atualmente vérias técnicas para avaliagdo da proliferacdo celular (astrocitaria e
vascular) em tumores cerebrais, entre elas a avaliacdo da expressdo do antigeno Ki-67 utilizando
a técnica de imuno-histoquimica’®®. A proteina Ki-67 é um importante marcador tumoral que
indica a proliferacdo celular e por isso torna-se um coadjuvante na pesquisa do cancer 3. A
utilizacdo do anticorpo MIB-1, para deteccdo do antigeno Ki-67, e a caracterizacdo histologica
sd0 progndsticos relevantes para gliomas de alto grau na infancia °. O indice de marcacéo de
MIB-1 ajuda a refinar a acuracia do progndstico baseado na histologia, logo a utilizacdo de tal
marcacdo para determinar a proliferacdo vascular possibilitaria um diagnostico prévio eficaz e

uma terapia direcionada.

OBJETIVO: Realizar uma revisao sistematica de artigos que demonstrem se a angiogénese em

astrocitomas utilizando o método imuno-histoquimico auxilia na determinacao da terapéutica.

METODOS

Para realizacdo desta revisdo foram selecionados, no periodo de agosto de 2009 a marco
de 2010, artigos publicados a partir de periodicos indexados nas bases de dados LILACS,
SciELO e PubMed/MEDLINE durante o periodo de 1966 a 2010.

As palavras-chaves utilizadas foram baseadas na lista do MeSH, e o0s seguintes termos
foram escolhidos: Pathologic Neovascularization, Astrocytoma. Pela lista do DeCS os termos
selecionados foram: Astrocitoma, Neovascularizacdo Patologica, Angiogénese Patoldgica. Foram
também escolhidas palavras-chave sobre o tema: Ki-67 e MIB-1, newly formed vessels. Todos 0s

termos e palavras foram combinados e pesquisados em todos os bancos de dados. As referéncias
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de artigos selecionados também foram verificadas para identificar outros estudos que pudessem
ter sido omitidos na busca eletrénica.

Titulos e resumos identificados através de pesquisas foram examinados
independentemente por dois investigadores na tela do computador para selecionar os estudos
relevantes.

Para selecdo do estudo os seguintes critérios foram considerados: artigos que descreviam
avaliacdo de portadores de astrocitomas com diferentes graus de malignidade, nos quais foi feita
marcacdo do crescimento vascular do tumor utilizando imuno-histoquimica, sendo o antigeno Ki-
67 marcado com o anticorpo MIB-1. Foram excluidos estudos com animais, em bidpsia humana
que relatassem outra patologia associada ao astrocitoma e que néo tivessem como objetivo avaliar
a proliferacdo vascular ou que evidenciassem outro antigeno que ndo o Ki-67, bem como artigos

de revisao.

RESULTADOS

Dentre os 22 artigos inicialmente identificados através da busca eletrnica, 2 artigos
relacionados com a analise da angiogénese em astrocitomas através do método imuno-
histoquimico, e publicados durante o periodo de 1997 a 2003, foram utilizados para a avaliagdo
mais detalhada. Estudos repetidos foram considerados apenas em uma fonte de busca. Um
resumo dos resultados dos estudos obtidos em cada base de dados é mostrado na tabela 1, ja a
tabela 2 analisa os artigos quanto ao ano da publicacdo, a amostra, a metodologia e as conclusdes

obtidas.
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Tabela 1 — Base de Dados e Resultados.

Base de Dados

Estudos ldentificados*

Estudos Incluidos*

LILACS 0 0

Medline 19 2

Old Medline 3 0

Scielo 0 0

Total 22 2

*NUmeros de estudos
Tabela 2 — Andlise dos estudos selecionados.
Amostra Metodologia Conclusdo

Autor
(ano)
Di et al.
(1997)"

Kern et
al.
(2003)*

78 espécimes
de gliomas.

20 espécimes
de
glioblastoma.

Determinacdo do indice
de  proliferacdo de
células tumorais (PTC-
PI) e células endoteliais
(PEC-PI), utilizando o
MIB-1 anticorpo
monoclonal.

Imunohistoquimica com
MIB-1 para
determinagdo do indice
de desenvolvimento de
células microvasculares

(MVC) em tumores
primarios e em
recorrentes.

Enguanto o valor médio da PEC-PI foi menor do
que a PTC-PI, houve uma relagdo muito estreita
entre eles, incentivando o desenvolvimento de
novas terapias dirigidas para a supressdao da
angiogénese.

A fracdo de crescimento das MVC foi
significativamente menor do que a de células
tumorais. As células microvasculares em
glioblastomas parecem ter propriedades de
proliferacdo cadticas sem qualquer ligacdo com o
potencial de crescimento do tumor. Essa
observacdo pode ter implicagbes para a terapia
anti-angiogénica.

26



DISCUSSAO

A anélise da proliferacéo celular através do método imuno-histoquimico tem sido muito

I, No entanto, conforme os resultados

utilizada para determinagdo do crescimento tumora
obtidos em nossa revisdo da literatura, poucos autores utilizaram a imunohistoquimica com
marcacao do antigeno Ki-67 para determinacdo do crescimento vascular de tumores astrocitarios.
Apenas dois estudos foram encontrados e o intervalo de tempo de publicagéo entre eles foi de
seis anos.

Os artigos ndo eram homogéneos quanto & amostra, Di et al. (1997)* usaram 78
espécimes de gliomas (24 glioblastomas, 25 astrocitomas anaplasicos e 29 astrocitomas;
classificacdo da WHO 1993') enquanto que Kern et al. (2003)* analisaram amostras de 20
espécimes com glioblastoma. A disparidade em relacdo ao nimero de amostra pode ter sido
devido ao fato do primeiro estudo analisar varios tipos de gliomas enquanto 0 segundo pesquisou
apenas um tipo especifico, o glioblastoma. Ambos os estudos também foram limitados a
ocorréncia dos tumores cerebrais sem nenhuma patologia associada.

Embora os estudos tenham marcado a proliferacdo vascular através de imuno-
histoquimica com anticorpo MIB-1, o primeiro determinou o indice de proliferagdo de células
tumorais (PTC-PI) e o indice de proliferacdo de células endoteliais (PEC-PI) usando imuno-
histoquimica e relacionou os dois entre si. Ja 0 segundo usou a imunomarca¢ao com MIB-1 para
determinacdo do indice de desenvolvimento de células microvasculares (MVC) e comparou esse

crescimento em tumores primarios e tumores recorrentes, além de comparar com o indice de

crescimento tumoral.
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Quanto aos resultados encontrados, Di et al. (1997)'' observou que o PTC-PI, do
glioblastoma foi significativamente maior do que do astrocitoma anaplasico (p<0.05) e do
astrocitoma (p<0.01). Uma diferenca estatisticamente significativa também foi encontrada entre
0 PTC-PI do astrocitoma anaplasico e do astrocitoma (p<0.01), o que so reforca a diferenca entre
0s varios tipos de gliomas e corrobora a graduacdo histoldgica. A relacéo estatistica dos valores
de PEC-PI dos diferentes tipos de gliomas seguiu 0 mesmo padrdo do PTC-PI, sendo o
glioblastoma seguido do astrocitoma anaplasico (p<0.05) e do astrocitoma (p<0.01). Os valores
de PEC-PI foram menores que os do PTC-PI justificado pelo fato do nimero de células tumorais
ser maior que os de células vasculares durante o crescimento tumoral, embora tenha sido
observado uma significativa correlagdo entre eles (p <0,01). Em dois tumores recorrentes foi
observado valores de PTC-Pl e PEC-PI maior no tumor recorrente em relacdo ao primario.
Pacientes com PTC-PI menor que 8,0% e PEC-PI menor que 3,0% tiveram maior sobrevida, de 5
a 10 anos. Estes resultados sugerem que PTC-PI oferece informagfes Gteis que podem permitir
uma melhor avaliagdo do comportamento biologico e prognostico clinico de gliomas, além da
graduacao histoldgica.

Kern et al. (2003)*? ndo observaram relacéo entre a marcagdo da angiogénese com MIB-1
e o crescimento celular de glioblastomas. Tanto em tumores primarios quanto em recorrentes, o
crescimento era desorganizado e ndo havia relacdo entre tumores primarios e recorrentes. Ainda
que a inducdo da proliferacdo vascular pelas células tumorais tenha sido quantitativamente
independente do potencial de crescimento das células tumorais em glioblastomas. Isso porque
independente da vascularizagdo do tumor, o mesmo pode infiltrar regiGes adjacentes

vascularizadas do cérebro utilizando o fluxo sanguineo local para sua nutri¢cdo. Logo, segundo os
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autores, em glioblastomas uma terapia antiangiogénica seria ineficaz e o tratamento mais

indicado seria uma terapia contra a proliferacdo das células tumorais.

CONCLUSOES

Poucos sdo os artigos que relatam o uso da marcacdo imunohistoquimica da proliferacéo
vascular com anticorpo MIB-1. Além disso, os resultados dos artigos encontrados séo
contraditérios, uma vez que, um incentiva a terapia antiangiogénica e o outro afirma que tal
terapia é ineficaz se ndo associada a uma terapia anti-proliferativa tumoral.

Essa contradi¢do pode ser devido ao fato de que os estudos possuem amostras diferentes,
uma vez que, Di et al. (1997)* analisaram diferentes tipos de gliomas e Kern et al. (2003)*
analisaram apenas glioblastomas. No entanto, tratando-se apenas de glioblastomas, tumor
analisado em ambos os estudos, a amostra do primeiro estudo foi maior que a do segundo e 0s
resultados foram diferentes tanto quanto a relacdo entre crescimento tumoral e crescimento
vascular, como quanto & relagdo tumor primario e tumor recorrente. Enquanto Di et al. (1997)"
relacionaram o crescimento tumoral e vascular com a sobrevida, Kern et al. (2003) *? néo fizeram
tal relacéo.

Apesar do trabalho de Kern et al. (2003)* ser mais recente e ter sofrido a influéncia dos
avancos das pesquisas nesta area, a metodologia de ambos os estudos € semelhante e o primeiro
estudo ndo apenas tem uma amostra mais consistente como suas analises sdo mais diversificadas.

A contradicao dos estudos ndo desacredita seus resultados, mas evidencia a necessidade de novas
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pesquisas que esclarecam a importancia da proliferacdo vascular na escolha terapéutica dos

varios tipos de gliomas.
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3. OBJETIVO

3.1. Objetivo Geral

v O presente estudo teve por objetivo avaliar a influéncia dos parametros histopatol6gicos

de hipercelularidade, mitose e necrose em palicada na vasculatura dos glioblastomas.
3.2. Objetivos Especificos
v Andlise da influéncia do parametro necrose em palicada na vasculatura dos glioblastomas.

v Analise morfométrica da influéncia dos parametros mitose e hipercelularidade nas areas

vasculares tipicas e atipicas de glioblastomas.
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4. PROCEDIMENTOS METODOLOGICOS

4.1. Area

O presente estudo foi realizado no Departamento de Patologia do Centro de Ciéncias da
Saude (CCS) da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE).

4.2. Periodo de referéncia

O estudo foi desenvolvido entre outubro de 2009 e janeiro de 2011.

4.3. Amostragem

Foram selecionados e utilizados 53 blocos de parafina com fragmentos teciduais de SNC,
cujos diagndsticos histopatologicos foram de Glioblastomas, provenientes do arquivo do
Laboratorio de Neuropatologia do Prof. Dr. Roberto José Vieira de Mello. O presente estudo teve
aprovacdo do comité de ética em pesquisa com seres humanos da Universidade Federal de

Pernambuco, com nimero de protocolo 240/09.

4.4. Selecdo da amostra

Foram utilizados fragmentos de tecido do SNC, provenientes de bidpsia intra-operatoria
para exérese e diagnostico histopatolégico das neoplasias cerebrais. Este material foi fixado em
formol a 10% e posteriormente processado histologicamente e emblocado em parafina, de onde
se obteve por microtomia, recortes teciduais com 6 micras de espessura, que foram coradas pela
técnica de hematoxilina-eosina e montadas em laminas histoldgicas. As laminas histolégicas
foram diagnosticadas como Glioblastomas.

Dos blocos arquivados no laboratério, foram feitos novos recortes histoldgicos com 6
micras de espessura para a preparacdo de laminas que foram coradas por hematoxilina eosina

para estudo das regiGes com vasos atipicos e tipicos, bem como nimero de mitoses, nimero de
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celulas tumorais e presenca ou auséncia de necrose em paligada, visualizados através da

microscopia optica e posterior analise morfométrica.

4.5. Critérios de inclusao

Foram selecionados 53 blocos de parafina arquivados no periodo entre 2006 e 20009,
sendo posteriormente utilizados 49 deles, cujo diagnostico histopatologico foi de Glioblastoma e

que apresentavam vasos atipicos.

4.6. Critérios de excluséo

Foram excluidos a principio todos os blocos de parafina que nao estivessem situados neste
periodo pré-determinado, que ndo possuiam diagndstico histopatoldgico prévio de Glioblastoma e
blocos diagnosticados como astrocitoma de graus I, 11 e 111

Ap0s esta etapa e a partir dos 53 blocos capturados, foi seguida a rotina metodoldgica
para a confeccdo das laminas histologicas coradas pela hematoxilina eosina.

Foi realizada a partir das ldminas confeccionadas, a leitura histoldgica, onde houve nova
exclusdo de casos que possuiam pouco material para ser estudado e para se proceder as
comparacges entre areas vasculares tipicas e atipicas, assim como também foram excluidos casos
que ndo possuiam vasos atipicos. Também néo foi incluido neste estudo a analise do parametro
pleomorfismo nuclear

Foram por fim, avaliados 49 espécimes, diagnosticados como Glioblastomas que

possuiam os parametros histologicos a serem estudados para comparacao.

4.7. Analise histologica e morfométrica

Em cada caso foram analisadas &reas vasculares tipicas para comparacdo com areas
vasculares atipicas, logo cada caso, em sua area vascular tipica, foi controle de si mesmo. A
analise histologica se procedeu atraves da leitura das laminas sob a microscopia Optica para
selecdo dos casos com critérios histologicos a serem estudados e para avaliacdo qualitativa

quanto a presenca ou auséncia de necrose em palicada. Apds esta avaliacdo, com a cdmera digital
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acoplada ao microscopio optico foram realizadas 12 fotos com a objetiva no aumento de 400x,
sendo 6 fotos de areas adjacentes a vasos atipicos e 6 fotos de &reas de vasos tipicos, dessas fotos
foram selecionadas 3 fotos de areas vasculares tipicas e atipicas que possuiam 0Ss parametros
histoldgicos mais significativos para serem analisadas no estudo morfométrico. Foram também
realizadas para fins ilustrativos do estudo, com a objetiva no aumento de 200x, fotos dos critérios
necrose em palicada e vasos atipicos.

A analise morfométrica, baseou-se na contagem do nimero de células tumorais e nimero
de mitoses nas regides circunvizinhas a vasos atipicos e tipicos, que foi feita através da captura de
imagens anteriormente selecionadas, acopladas a um sistema de computacdo com o programa
Mesurin-pro. As médias dos resultados obtidos foram comparadas intra-grupo, assim como
também foram comparadas areas adjacentes a vasos tipicos e atipicos, correlacionando esses

achados com a presenca ou auséncia de necrose em palicada.

4.8. Desenho e tipo de estudo

Uma vez que este trabalho testou a hipotese da influéncia dos parametros de celularidade,
namero de mitose e necrose em palicada na proliferacdo vascular de Glioblastomas, trata-se de

um estudo analitico, observacional, e retrospectivo por ter utilizado material bioldgico arquivado.

4.8.1. Analise estatistica

As variaveis numéricas foram representadas pelas medidas de tendéncia central e medidas
de dispersdo e foram comparadas estatisticamente pelos testes: Teste de Normalidade de
Kolmogorov-Smirnov para variaveis quantitativas, Teste t Student (Distribuicdo Normal) e
Mann-Whitney (Ndo Normal). Todos os testes foram aplicados com 95% de confianca. Foram
utilizados os Softwares SPSS 13.0 para Windows e o Excel 2003. O valor de P <0,05 foi
considerado estatisticamente significativo.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1. Artigo original

A ser submetido a revista Arquivos de Neuro-Psiquiatria
Qualis — B2 Medicina Il

A influéncia do parametros de hipercelularidade, mitose e necrose em palicada na

vasculatura dos Glioblastomas.

Ana Paula de Souza e Pinto, Anacassia Fonseca de Lima®, Roberto José Vieira de Mello!,

Luciano Tavares Montenegro®, Nicodemos Teles de Pontes Filho®

'Universidade Federal de Pernambuco - Centro de Ciéncias da Satde (UFPE-CCS), Pernambuco,

Brasil.
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ABSTRACT

CONTEXT: Glioblastoma multiforme is a malignant astrocytic tumor has an incidence of 12%
to 15% among intracranial tumors, with a postoperative survival of 12 months. Angiogenesis is a
key prerequisite for tumor growth and metastasis. Glioblastomas in the presence of atypical
vascularization provides subsidies to the malignancy of their cells that secrete pro-angiogenic
factors altering the structure of the vessel, making it similar to a renal glomerulus. The study of
indicators of anaplasia (mitosis, hypercellularity, necrosis in palisading) in region surrounding
typical and atypical angiogenesis , in Glioblastomas will clarify the importance of the normal or

changed vascular structure to the development of this tumor type.

OBJECTIVE: The aim of this study was to evaluate the influence of histomorphometric
parameters of hypercellularity, mitoses and necrosis palisading in the vasculature of
glioblastomas.

METHODS: Used paraffin blocks of tissue samples with histopathological diagnoses of
glioblastoma. Slides were prepared and after morphological analysis selected cases that presented
atypical vasculature. In each case we analyzed the parameters of malignancy increased
cellularity, mitosis and necrosis palisading in the typical vascular areas to compare with atypical
vascular areas. After that morphometric analysis, the mean counts of the number of tumor cells
and number of mitosis were compared and these findings were correlated with the presence or
absence of necrosis in palisades.

RESULTS: The number of mitoses and cells in areas surrounding the atypical vessels was
superior, being strongly interlinked. It was found that regions where there is increase in cells
number and mitosis predisposes the formation of atypical vascularization. Palisading necrosis did
not correlate with the increased number of mitoses in vascular areas typical or atypical, but their
presence was significant as for the number of cells, was found an increased cellularity where was
this type of necrosis present.

CONCLUSIONS: There is interference by the histopathological parameters related to
hypercellularity and number of mitosis in vascular atypical areas of glioblastomas as compared to

the typical areas.

KEYWORDS: glioblastoma, angiogenesis, hypercellularity, mitoses, palisading necrosis.
RESUMO
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CONTEXTO: O Glioblastoma multiforme é uma neoplasia astrocitaria maligna que tem uma
incidéncia de 12% a 15% dentre as neoplasias intracranianas, com uma sobrevida pds-operatéria
de 12 meses. Angiogénese € um dos pre-requisitos para o crescimento tumoral e para metastase.
Em Glioblastomas, a presenca de vascularizagdo atipica estabelece de forma marcante a
malignidade de suas células que secretam fatores pro-angiogénicos alterando totalmente a
estrutura do vaso, tornando-o similar a um glomérulo renal. O estudo dos indicadores de
anaplasia (mitose, celularidade e necrose em palicada) em regido circunvizinha a angiogénese
tipica e atipica, em glioblastomas esclarecera a importancia da estrutura vascular normal ou
alterada para o desenvolvimento deste tipo de tumor.

OBJETIVO: Este estudo teve por objetivo avaliar a influéncia dos parametros histopatol6gicos
de hipercelularidade, mitose e necrose em palicada na vasculatura dos glioblastomas.
METODOS: Foram utilizados blocos de parafina com fragmentos teciduais cujos diagndsticos
histopatoldgicos foram de glioblastomas. Foram preparadas Iaminas e coradas em hematoxilina
eosina e posteriormente analise histomorfomeétrica, sendo selecionados os casos que apresentaram
vasculatura atipica. Foram analisados os parametros de malignidade hipercelularidade, mitose e
presenca de necrose em palicada em &reas vasculares tipicas para comparacdo com A&reas
vasculares atipicas. Depois, procedeu-se as médias das contagens do nimero de células tumorais
e de mitoses comparadas intra grupo, que foram correlacionadas a presenca ou auséncia de
necrose em palicada.

RESULTADOS: O nimero de mitoses e células em regides circunvizinhas a vasos atipicos foi
estatisticamente superior, estando relacionados entre si. Constatou-se, que regifes onde ha o
aumento do numero de células e mitoses predispdem a formacao de vascularizacdo atipica. A
necrose em palicada ndo teve correlagdo com o aumento do nimero de mitoses em A&reas
vasculares tipicas ou atipicas, mas sua presenca foi significativa quanto ao nimero de células,
sendo encontrada uma maior celularidade nos casos em que estava presente esse tipo de necrose.
CONCLUSOES: Ha interferéncia dos pardmetros histopatologicos relacionados a
hipercelularidade e nimero de mitoses na areas vasculares atipicas dos glioblastomas em
relacdo as areas vasculares tipicas. A presenca da necrose em palicada influencia indiretamente a
formacéo de vasos atipicos, pois propicia o aumento da celularidade.

PALAVRAS-CHAVE: Glioblastoma, angiogénese, hipercelularidade, mitose, necrose em
palicada.
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INTRODUCAO

Glioma é o termo utilizado para designar os tumores (neoplasias) originarios das células
da glia encefalica, sendo os gliomas a forma mais comum de tumor cerebral priméario®.

Os tumores do Sistema Nervoso Central (SNC) constituem um grupo heterogéneo de
doencas, sendo as neoplasias astrocitarias correspondentes a 60% deles’. Os astrocitomas
constituem o principal tipo histologico entre os tumores primarios do sistema nervoso central
(SNC), configurando 1,32% de todas as neoplasias diagnosticadas anualmente. O termo
astrocitoma foi cunhado por Virchow para designar os tumores compostos predominantemente
por astrocitos atipicos, porém s6 foi empregado definitivamente na classificacdo proposta por
Bailey e Cushing®.

Na classificacdo histopatoldgica da Organizacdo Mundial da Saude (OMS) para 0s
tumores préprios do SNC, admite-se que as diversas apresentacdes histoldgicas dos astrocitomas
possam ser divididas em diferentes graus de malignidade, variando de I a IV. Os astrocitomas de
grau | sdo o astrocitoma de célula gigante subependimario e o astrocitoma pilocitico; os de grau
Il sdo astrocitoma pilomixdide, o astrocitoma difuso e o xantoastrocitoma pleomorfico; o de grau
Il é o astrocitoma anaplasico e os de grau IV sdo o glioblastoma, o glioblastoma de célula
gigante e o gliossarcoma’.

Em grande parte, essa graduacédo resulta do reconhecimento de indicadores de anaplasia
(hipercelularidade, pleomorfismo nuclear, atividade mitética, angiogénese e necrose) tipicos de
cada variante tumoral, através da andlise histoldgica rotineira por microscopia Optica. Como
regra geral, o grau tumoral € baseado nas areas de maior atipia, admitindo-se que essa populacéo
de células é a que determina o curso da doenca. Além de manifestar o comportamento bioldgico
tumoral, permitindo inferéncias progndsticas, o acimulo de achados anaplasicos parece refletir a
progressdo das alteragcbes moleculares adquiridas durante o processo de transformacao
neoplésica’.

O Glioblastoma torna-se mais frequente com a idade, representando somente 1% dos
gliomas na primeira década de vida, mas acima de 50% ap6s os 60 anos>®. A incidéncia dos
Glioblastomas multiformes é de 12% a 15% dentre as neoplasias intracranianas e de 2% dentre

todos os tumores’. A sobrevida pés-operatéria, apesar do tratamento, é de 12 meses®. Estima-se
39



que menos de 3% dos pacientes com Glioblastoma sobrevivem cinco anos ap6s o diagndstico,
sendo a idade avancada o preditor mais significativo de mau prognéstico®. Estes tumores s&o
mais freqiientes em homens do que em mulheres™.

Dentre os critérios de evolugdo tumoral, anteriormente citados, podemos destacar a
angiogénese. John Hunter, em 1787, cunhou este termo para descrever o crescimento de novos
vasos'™. O conceito de que o crescimento tumoral e o processo de formacdo de metastases sejam
dependentes do desenvolvimento de novos vasos sangiineos foi consolidado por Folkman, no
inicio da década de 70" A constatacéo de que a angiogénese tem uma correlagdo consistente
e é um pré-requisito para o crescimento tumoral e para metéstase tem importantes implicacdes™.

A permeabilidade vascular e a angiogénese, tipica ou atipica, dependem do tipo do tumor
e do 6rgdo acometido, visto que cada 6rgdo tem o estroma diferente do outro, com fatores pro e
anti- angiogénicos diferentes’®. Em Glioblastomas, a presenca de vascularizagdo atipica,
estabelece de forma marcante a malignidade de suas células que secretam fatores pro-
angiogénicos e alteram totalmente a estrutura do vaso, tornando-o, por vezes, similar a um
glomérulo renal , além de ser um pardmetro histolégico, onde sua presenca, indica o diagnostico
preciso deste tipo tumoral**"*1°,

Multiplos focos de pequenas necroses centrais com células na periferia que se
assemelham a palicada, conhecida como necrose em palicada ou pseudopalicada, também é um
importante preditor de malignidade, pois assim como a vascularizacdo atipica, sua simples
presenca isolada ou em conjunto com outros parametros define o diagnostico histoldgico de
Glioblastoma'’??!,

O estudo dos indicadores de anaplasia (mitose, celularidade e necrose em palicada) em
regido circunvizinha a angiogénese tipica e atipica, em Glioblastomas, esclarecera a importancia

da estrutura vascular normal ou alterada para o desenvolvimento deste tipo de tumor.
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OBJETIVO

O presente estudo teve por objetivo avaliar a influéncia dos parametros
histopatologicos de hipercelularidade, mitose e necrose em palicada na vasculatura dos

Glioblastomas.

METODOS

Selecéo da amostra

O presente estudo foi realizado no Departamento de Patologia do Centro de Ciéncias da
Saude (CCS) da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE) no periodo de outubro de 2009 e
janeiro de 2011.

Foram selecionados e utilizados 53 blocos de parafina com fragmentos teciduais cujos
diagnosticos histopatoldgicos foram de Glioblastomas, no periodo entre 2006 e 2009,
provenientes do arquivo do Laboratério de Neuropatologia do Prof. Dr. Roberto José Vieira de
Mello.

Dos blocos ja existentes e arquivados no laboratério, foram feitos novos recortes
histologicos com 6 micras de espessura para a preparacdo de laminas que foram coradas por
hematoxilina eosina para estudo das regifes com vasos atipicos e tipicos, bem como nimero de
mitoses, numero de células tumorais e presenca ou auséncia de necrose em palicada, visualizados
através da microscopia Optica.

Foram excluidos todos os blocos dos casos clinicos que ndo possuiam diagndstico
histopatoldgico prévio de glioblastoma; que ndo estivessem situados neste periodo pré-
determinado, blocos diagnosticados como Astrocitoma de graus I, 11 e 111,

Apds analise histopatoldgica, foram excluidos os casos que nao tinham quantidade de
tecido suficiente para se avaliar os parametros de aumento no nimero de células e numero de
mitoses, em d&reas vasculares tipicas e atipicas, assim como também foram excluidos os
espécimes que nao possuiam vasos atipicos. Também ndo foi incluido neste estudo, o parametro

referente ao pleomorfismo nuclear.
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Foram selecionados 49 amostras diagnosticados como Glioblastomas que possuiam 0s

parametros histolégicos a serem estudados para comparacao.

Andlise morfométrica

Em cada caso foram analisadas areas vasculares tipicas para comparagdo com areas
vasculares atipicas, logo cada caso foi controle de si mesmo. Apds analise histologica para
selecdo dos casos com critérios histologicos a serem estudados, foram realizadas 12 fotos no
aumento de 400x, sendo 6 fotos de &reas adjacentes a vasos atipicos e 6 fotos de areas de vasos
tipicos, dessas fotos foram selecionadas 3 fotos de areas vasculares tipicas e atipicas que
possuiam os parametros histologicos mais significativos para serem analisadas no estudo
morfomeétrico.

A anélise morfométrica, baseou-se na contagem do nimero de células tumorais e nimero
de mitoses nas regides circunvizinhas a vasos atipicos e tipicos. Foi feita utilizando-se um
microscopio éptico com camera digital, para captura de imagem, acoplado a um sistema de
computacdo com o programa Mesurin-pro. As &reas de necrose em palicada presentes ou
ausentes foram detectadas na microscopia Optica. As médias dos resultados obtidos foram
comparadas intra grupo, assim como também foram comparadas areas adjacentes a vasos tipicos

e atipicos, correlacionando esses achados com a presenca ou auséncia de necrose em palicada.

Analise estatistica

As variaveis numéricas foram representadas pelas medidas de tendéncia central e medidas
de dispersdo e foram comparadas estatisticamente pelos testes: Teste de Normalidade de
Kolmogorov-Smirnov para variaveis quantitativas, Teste t Student (Distribuicdo Normal) e
Mann-Whitney (Ndo Normal). Todos os testes foram aplicados com 95% de confianga. Foram
utilizados os Softwares SPSS 13.0 para Windows e o Excel 2003. O valor de P <0,05 foi
considerado estatisticamente significativo.
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Numero de células

RESULTADOS

O numero de mitoses e células em regides circunvizinhas a vasos tipicos e atipicos foi

comparado estatisticamente. Foram observados que os parametros aferidos estdo em maior

nimero na &rea de vasos atipicos (Figura 1) e constatado que ha uma correlacdo forte positiva

entre esses parametros, ou seja, quanto maior o nimero de mitoses, maior a celularidade (Figura

2). Dai constatou-se, que as regides onde ha o aumento do numero de células e do nimero de

mitoses predispdem a formacdo de vascularizacdo atipica (Tabelal).
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Figura 1. Relacdo morfométrica dos parametros histoldgicos de hipercelularidade e mitose entre regides de
vasos tipicos e atipicos em glioblastomas. * Houve diferenca estatisticamente significativa entre o nimero de

células e de mitoses em regides de vasos tipicos e atipicos.
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Tabela 1. Correlacdo entre o nimero de células e mitoses em regifes de vasos tipicos e atipicos.

Grupos
Variaveis Tipico Atipico p-valor
Média + DP Média + DP
Mitoses 6,08 + 4,84 11,64 + 6,97 <0,001 *
Células 167,73 £ 57,11 217,47 + 72,76 < 0,001 **
(**) Teste t Student (*) Teste de Mann-Whitney
40,00 —
o o
r=0,530
30,00 p <0,001
' o
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Mitoses
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Figura 2. Relagdo entre o numero de células e mitoses.
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Em todos os casos estudados, foram analisadas a presenga ou auséncia de necrose em

palicada independente da proximidade a vasos atipicos ou tipicos. A necrose em palicada ndo

teve correlacdo com o aumento do nimero de mitoses em areas vasculares tipicas ou atipicas,

mas sua presenca foi significativa quanto ao nimero de células, sendo encontrada uma maior

celularidade nos casos em que estavam presentes esse tipo de necrose (Figura 3 e 4).

NUmero de mitoses

Figura 3. Relacéo do nimero de mitoses e do nimero de células com a presenca ou auséncia de necrose em palicada.
Néo foi observada diferenca estatisticamente significativa quanto ao numero de mitoses quer na presenga ou auséncia
de necrose em palicada. * Houve diferenca estatisticamente significativa quanto ao nimero de células nos
Glioblastomas que apresentaram necrose em palicada.
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Figura 4. Critérios histoldgicos. A. Hipercelularidade e mitose em vasos
tipicos. B. Hipercelularidade e mitose em vasos atipicos. C. Necrose em
palicada. D. Vaso atipico.
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DISCUSSAO

A amostra estudada foi valida estatisticamente, sendo utilizados 49 dos 53 espécimes. Os
dados obtidos nesta pesquisa refletem com fidedignidade a demonstragdo da reviséo de literatura.
O estudo morfopatoldgico € reconhecido no diagnostico e terapéutica de diversas doencas e esta
pesquisa amplia o conhecimento acerca dos critérios histoldgicos que sdo necessarios para 0
diagnostico histopatologico de Glioblastomas. Esses critérios sdo a necrose em palicada e/ou
vascularizacdo atipica (vasos com aspecto glomeruléide), além da presenca obrigatéria do
aumento no namero de células, aumento no nimero de mitoses e pleomorfismo nuclear. As
variantes necrose em palicada e vascularizacdo atipica a0 mesmo tempo em que marcam uma
maior malignidade deste tipo tumoral, tém que estar presentes, uma ou ambas, para caracterizar
0s astrocitomas grau IV,

Em todo o estudo, s6 foram analisadas as amostras que tinham vascularizacéo atipica,
para uma posterior compara¢do morfométrica nos aumentos do nimero de células e nimero de
mitoses dentro do mesmo tumor em areas vasculares tipicas e atipicas, sendo desprezadas as
amostras que ndo possuiam vasos atipicos e ndo incluido neste estudo, o parametro referente ao
pleomorfismo nuclear.

A necrose em palicada esteve presente na maioria das amostras analisadas na microscopia
Optica, sendo estatisticamente significativa com p valores maiores que 0,05 em relacdo ao nimero
de células aumentadas, e ndo tendo significancia estatistica quando comparadas sua presenca em
relacdo ao numero de mitoses. Esses dados corroboram a demonstracdo de estudos que relatam
que o aumento do ndmero de células tumorais, que tém alta atividade metabdlica, requer uma
maior oxigenagdo e com essa maior exigéncia, induz através do estimulo hipdxico a apoptose,
culminando com a formacéo de pequenos centros necréticos, promovendo entdo, uma fuga de
células deste centro para a periferia(palicada), células estas, que apds sobreviverem ao estimulo
mortal, tornam-se mutadas, com maior capacidade infiltrativa e promovendo a formacéo de
novos clones celulares tumorais, traduzidos por aumento de celularidade, sendo estes clones
celulares ainda mais resistentes a estimulos apopt6ticos, e os promotores que reiniciam o ciclo
vicioso de inducdo & necrose em palicada e aumento no niimero de células tumorais®**%2.

A relagdo entre o numero de mitoses e a necrose em palicada ndo teve significado

estatistico neste estudo e também néo foi abordada na literatura.
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Esse aumento na proliferacdo celular tumoral tem significancia estatistica em relacéo ao
aumento no numero de mitose. Ha uma forte relagdo do aumento no nimero de mitoses tipicas ou
atipicas com uma quantidade aumentada de células tumorais, pois sendo o parametro mitose, um
importante marcador de divisdo celular, quando esta é finalizada, ha o aumento quantitativo e
significativo no numero de células tumorais. Essa relacdo estatistica significativa entre o
aumento no nimero de mitoses e a hipercelularidade tumoral encontra sua sustentacdo em uma
vasta literatura, estando presente ndo sé nos Glioblastomas, mas na maioria das neoplasias
malignas’**?°,

Através do teste t de student, foi feita a correlacdo estatistica entre as varidveis
hipercelularidade e aumento do ndmero de mitoses quantificadas em areas vasculares tipicas e
atipicas, demonstrando os resultados estatisticos, que nas areas vasculares atipicas, esses
parametros aferidos sdo significativos, em detrimento as areas vasculares tipicas. Esses resultados
encontraram base em pesquisas que relatam a interferéncia do aumento da celularidade e sua
relacdo intima com o aumento do nimero de mitose ja explicada acima , descrevendo no entanto,
a importancia das células tumorais de Glioblastomas na secrecdo de fatores angiogénicos, que
atuam induzindo uma proliferacdo endotelial atipica e também proliferacdo de células musculares
lisas que produzem nos vasos, 0 aspecto morfoldgico que se assemelha a um glomérulo renal,
sendo por isso, 0s vasos atipicos também conhecidos por vasos glomeruléides**8*°.

Conclui-se, ap6s o fim deste estudo e com base na literatura, que nas areas de
hipercelularidade por causa desse aumento no numero de células, h4 o estimulo da angiogénese

com esse padrao atipico, caracteristico deste tipo tumoral especifico.
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CONCLUSOES

Constatou-se que ha uma forte influéncia dos parametros histopatologicos relacionados a
hipercelularidade, nimero de mitose e necrose em paligada na vascularizacdo dos Glioblastomas.
A presenca da necrose em palicada propicia a hipercelularidade tumoral, induzindo de forma
indireta ao aumento da vascularizacdo, concluindo-se que ha interferéncia dos parametros
histopatolégicos relacionados a hipercelularidade e nimero de mitose na areas vasculares mais

atipicas dos Glioblastomas em relacdo as areas vasculares tipicas.
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6. CONCLUSOES

Constatou-se que hd uma forte influéncia dos parametros histopatoldgicos relacionados a
hipercelularidade, nimero de mitose e necrose em palicada na vascularizagdo dos
Glioblastomas.

A presenca da necrose em palicada propicia a hipercelularidade tumoral, e esta, aumenta a
secrecdo de estimulos angiogénicos, induzindo de forma indireta ao aumento da
vascularizagéo.

Conclui-se que ha interferéncia dos parametros histopatolégicos relacionados a
hipercelularidade e nimero de mitose na areas vasculares atipicas dos Glioblastomas em

relacdo as areas vasculares tipicas.
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conduzido conforme os principios da declaracdo de Helsinki (incluir nome completo, enderego postal,
telefone, fax, e-mail e assinatura de todos os autores).

Objetivando manter o padrdo da Neurobiologia, 0 respeito as normas para publicacdo é condigéo
obrigatdria para o recebimento do trabalho. Apds a andlise técnica pelo Editor, quanto ao cumprimento
das normas, o trabalho sera encaminhado aos Editores de Area que dispdem de plena autoridade para
decidir sobre sua aceitacéo, podendo reapresenta-lo aos autores, no prazo maximo de 30 dias, para que
sejam feitas as altera¢cfes sugeridas.

De cada artigo serd enviado um exemplar da revista. Os trabalhos devem ser enviados em formato
eletrébnico, acompanhados de duas cOpias impressas na Ultima versdo, e nao serdo devolvidos em
nenhuma hipotese.

m Estrutura do artigo
- Todas as paginas devem estar numeradas indicando na primeira o total de paginas.
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- A primeira pagina deve conter: titulo do trabalho, nome completo dos autores, com entrada direta e
sobrenome completo, e filiacéo cientifica.

- Os resumos devem ser apresentados em portugués e inglés, inclusive titulos, com no maximo 200
palavras. Recomenda-se que 0s resumos sejam previamente encaminhados pelo autor a um revisor
especialista no idioma.

- Os unitermos, entre 3 a 10, devem ser apresentados nos dois idiomas. Devem ser utilizados termos da
lista denominada Medical Subject Headings do Index Medicus ou da lista de Descritores em Ciéncias da
Salde, publicada pela BIREME, para trabalhos em lingua portuguesa.

- A citacdo de autores no corpo do texto deve ser numerada em sobrescrito pela ordem de apresentacgéo.
- Correc¢bes ortograficas seréo feitas, visando manter a homogeneidade e a qualidade da publicacéo,
respeitando, porém, o estilo do autor. Recomenda-se que o texto seja previamente encaminhado a um
revisor técnico especialista no idioma.

- Tabelas e ilustracdes devem estar numeradas e impressas em folhas separadas, com as respectivas
legendas, em formato que permita sua reproducdo e incluidas no disquete. Os locais para insercao
deverdo ser indicados no texto, com destaque.

-llustragBes ndo serdo aceitas em negativo e a impressao de fotos a cores seré cobrada dos autores.

- Agradecimentos deverdo ser mencionados antes das referéncias.

-As referéncias devem ser apresentadas ao final, numeradas e em ordem alfabética. No texto, cita-las
apenas pelo nimero. Dever ser usado o estilo que se seguem:

m Artigos de revistas

1. Artigo padréo

Vega KJ, Pina I, Krevsky B. Heart transplantation is associated with an increased risk for pancreatobiliary
disease. Am Intern Med 1996 jun 1; 124:980-3. (a NLM lista até 25 autores. Caso haja mais que 25, liste
os primeiros 24 seguidos da expresséao et al.) (Caso o periddico tenha paginagdo continua ao longo do
volume, o més e a edicdo devem ser omitidos.)

2. Uma organiza¢do como autor

The Cardiac Society of Australia and New Zealand. Clinical exercise stress testing. Safety and
performance guidelines. Med J Aust 1996;164:282-4.

3. Auséncia de autor

Cancer in South Africa [editorial]. S Alfr Med J 1994;84:15.

4. Volume com suplemento

Shen HM, Zhang QF. Risk assessment of nickel carcinogenicity and occupational lung cancer. Environ
Health Perspect 1994;102 Suppl 1:275-82.

5. NUmero com suplemento

Payne DK, Sullivan MK, Massie MJ. Women’s psychological reactions to breast cancer. Semin Oncol
1996;23 (1 Suppl 2):89-97.

6. Volume em partes

Ozben T, Nacitarhan S, Tuncer N. Plasma and urine sialic acid in non-insulin dependent diabetes mellitus.
Ann Clin Biochem 1995;32 (Pt 3):303-6.

7. Nimero em partes

Poole GH, Mills SM. One hundred consecutive cases of flap lacerations of the leg in ageing patients. NZ
Med J 1994;107 (986 Pt 1):377-8.

8. NUmero sem volume

Turan |, Wredmark T, Fellander-Tsai L. Arthroscopic ankle arthrodesis in rheumatoid arthritis. Clin Orthop
1995;(320):110-4.

9. Sem numero nem volume

Browell DA, Lennard TW. Immunologic status of the cancer patient and the effects of blood transfusion on
antitumor responses. Curr Opin Gen Surg 1993:325-33.

m Livros e outras obras monograficas

1. Autor(es) pessoal(is)

Ringsven MK, Bond D. Genrontology and leadership skills for nurses. 2nd ed. Albany (NY):Delmar
publishers; 1996.

2. Editor(es), compilador(es) como autor(es)

Norman IJ, Redfern SJ, editors. Mental health care for elderly people. New York: Churchill Linvingstone;
1996.
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3. Organizagdo como autor e editor

Institute of Medicine(US). Looking at the future of medical program. Washington: The institute; 1992.

4. Volume com complemento

Phillips SJ, Whisnant JP. Hypertension and stroke. In: Laragh JH, Brenner BM, editors. Hypertension:
pathophysiology, diagnosis and management. 2nd ed. New York: Raven Press: 1995, p. 465-78.

5. Anais de congressos

Kimura J, Shibasaki H, editors. Recent advances in clinical neurophysiology. Proceedings of the
10" International Congress of EMG and Clinical Neurophysiology: 1995 Oct 15-19; Kyoto, Japan.
Amsterdam: Elsevier; 1996.

6. Trabalho de congresso

Bengtsson S, Solheim BG. Enforcement of data protection, privacy and security in medical mformatlcs In:
Lun KC, Degoulet P, Piemme TE, Rienhoft O, editors, MEDINFO92. Proceedings of the 7" World
Congress on Medical Informatics; 1992, p. 1561-5.

7. Relatorio cientifico ou técnico

Smith P, Golladay K. Payment for durable medical equipment billed during skilled nursing facility stays.
Final report. Dallas (TX): Dept. of Health and Human Services (US), Office of Evaluation and Inspections;
1994 Oct. Report ny.: HHSIGOEI37485300870.

8. Dissertacéo

Kaplan SJ. Post-hospital home health care: the elderly’s acess and utilization [dissertation]. St. Louis
(MO): Washington Univ.; 1995.

m Outros materiais publicados

1. Artigo em jornal

Lee G. Hospitalizations tied to ozone pollution: study estimates 50.000 admissions annally. The
Washington Post 1996 jun 21; Sect. A:3 (col.5).

2. Material audiovisual

HIV+AIDS: the facts and the future [videocassete]. St. Louis (MO): Mosby-Year Book; 1995.

m Outros materiais publicados
1. No prelo
Lesner Al. Molecular mechanisms of cocaine addiction. N Engl J Med. In press 1996.

m Material eletrénico

1. Artigo de revista em formato eletrénico

Morse SS. Factors in the emergence of infectious disesases. Emerg Infect Dis [serial online] 1995 jan-mar
[cited 1996 jun 5];(1);[24 screens]. Available from: URL: http://www.cde.gov/ncidod/IED/eid.htm

2. Monografia em formato eletrénico

CDI, clinical dermatology |Ilustrated [monograph on CD-ROM], Reeves JRT, Maibach H. CMEA
Multimedia Group, producers. 2™ ed. Version 2.0. San Diego: CMEA; 1995.

3. Arquivo de computador

Hemodynamics llI: the ups and downs of hemodynamics [computer program]. Version 2.2. Orlando (FL):
Computerized Educational System;1993.

Instructions to Authors — General Dispositions

The Neurobiologia publishes original articles, reviews, lectures, case reports, books and papers review,
letters and news, in Portuguese and English, whether original or unpublished, of authors belonging to any
research centers of Brazil and foreign countries. The guidelines for original presentation are in accordance
with “Uniform requirements for manuscripts submitted to biomedical journals” of the International
Commitee of Medical Journals Editors — Vancouver Group — published in the Ann Intern Med
1997:126:36-47, available in digital version http://www.acponline.org.

Send all manuscripts and related correspondence to the following address:

NEUROBIOLOGIA JOURNAL
Mestrado e Doutorado em Neuropsiquiatria e Ciéncias do Comportamento da UFPE
Centro de Ciéncias da Saude — CCS — UFPE
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Av. Prof. Moraes Rego, s/n — Cidade Universitaria
50.670-420 Recife/PE Brazil

Tele-fax: 0055-81-2126-8539

E-mail: editor@neurobiologia.org

Home-page: http://www.neurobiologia.org

Accepted for publication, the manuscript becomes permanent property of the Neurobiologia Journal,
which reserves all the author’s rights of the published article in Brazil and in any other foreign country,
however allowing its posterior reproduction as transcription, with the proper source citation, through a
previous written authorization.

- Having in view protect substantially the author’s right, it is necessary to send an authorization letter for
publication signed by all authors. In case of studies involving human subjects the authors should state that
study was conducted according to the informed consent of each participant or of its legal guardian. It is
not allowed the publishing of the manuscript in any other periodical simultaneously.

- Model of the authorization letter:

“The authors signed below transfer with exclusiveness all the publication all the publication rights, in any
form or means of the artiCle...........coouieiiiii i, , guarantee that the
article in unpublished and it is not under consideration by another periodical and that the study was
conducted according to the principles outlined in the Declaration of Helsinki” (include complete name,
address, telephone, fax, e-mail and the signature of all authors).

Aiming to keep a quality of the to accept the Neurobiologia manuscript it is mandatory to respect the
technical rules for publication. After analysis of the accomplishment of these rules by the editor, the
manuscript will be addressed to Editors of area who have total authority to decide about its acceptance,
can present again to the authors in 30 days, to make the suggested changes in the text.

It will be send one issue of the periodical. The articles should be sent in electronic format, together with
two printed copies of the latest version, and they will be not returned under no

circumstances.

m Articles structure

- All pages must be numbered, indicating in the first page the total number of pages.

- The first page must have: title of the manuscript, complete name of the authors including the first name
and institutional affiliation of each author.

- Abstracts should be provided in English and Portuguese, including titles, with no more than 200 words. It
is recommended that the abstracts be previously addressed to a proofreader expert in the idiom.

- Key words, between 3 and 10, should be presented in both idioms. It must be used terms according to
the list of Medical Subject Headings of the Index Medicus or of the list “Descritores em Ciéncias da
Saude”, published by BIREME, for Portuguese articles.

- Grammatical corrections will be made, aiming to keep the homogeneity and the quality of the publication,
respecting the author’s style. It is recommended that the text be addressed to a technical proofreader
expert in the idiom.

- Tables and illustrations should be numbered and prepared in separate pages with its respective legends
in a format that allows its reproduction and its inclusion in a diskette. The places for the inclusion should
be highlighted in the text.

- lllustrations will not be accepted in negative and impression of color pictures will be charged to the
authors.

- Thanks should be mentioned before references.

- References should be presented at the end, numbered and in alphabetical order. In text should be
mencioned by number. The following is an example of reference:

m Articles in newspaper

1. Standard Article

Vega KJ, Pina |, Krevsky B. Heart transplantation is associated with an increased risk for pancreatobiliary
disease. Am Intern Med 1996 jun 1; 124:980-3.

2. An organization as Author

The Cardiac Society of Australia and New Zealand. Clinical exercise stress testing. Safety and
performance guidelines. Med J Aust 1996;164:282-4.
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3. Absence of Author

Cancer in South Africa [editorial]. S Alfr Med J 1994,84:15.

4. Volume with supplement

Shen HM, Zhang QF. Risk assessment of nickel carcinogenicity and occupational lung cancer. Environ
Health Perspect 1994;102 Suppl 1:275-82.

5. Number as supplement

Payne DK, Sullivan MK, Massie MJ. Women’s psychological reactions to breast cancer. Semin Oncol
1996;23 (1 Suppl 2):89-97.

6. Volume in parts

Ozben T, Nacitarhan S, Tuncer N. Plasma and urine sialic acid in non-insulin dependent diabetes mellitus.
Ann Clin Biochem 1995;32 (Pt 3):303-6.

7. Number in parts

Poole GH, Mills SM. One hundred consecutive cases of flap lacerations of the leg in ageing patients. NZ
Med J 1994;107 (986 Pt 1):377-8.

8. Number without volum

Turan |, Wredmark T, Fellander-Tsai L. Arthroscopic ankle arthrodesis in rheumatoid arthritis. Clin Orthop
1995;(320):110-4.

9. Neither number volum

Browell DA, Lennard TW. Immunologic status of the cancer patient and the effects of blood transfusion on
antitumor responses. Curr Opin Gen Surg 1993:325-33.

m Books and other monographies

1. Personal(s) author(s)

Ringsven MK, Bond D. Genrontology and leadership skills for nurses. 2nd ed. Albany (NY):Delmar
publishers; 1996.

2. Editor(s), compiler(s) as author(s)

Norman IJ, Redfern SJ, editors. Mental health care for elderly people. New York: Churchill Linvingstone;
1996.

3. Organization as author and editor

Institute of Medicine(US). Looking at the future of medical program. Washington: The institute; 1992.

4. Chapter in one book

Phillips SJ, Whisnant JP. Hypertension and stroke. In: Laragh JH, Brenner BM, editors. Hypertension:
pathophysiology, diagnosis and management. 2nd ed. New York: Raven Press: 1995, p. 465-78.

5. Annals of Congresses

Kimura J, Shibasaki H, editors. Recent advances in clinical neurophysiology. Proceedings of the
10" International Congress of EMG and Clinical Neurophysiology: 1995 Oct 15-19; Kyoto, Japan.
Amsterdam: Elsevier; 1996.

6. Congress work

Bengtsson S, Solheim BG. Enforcement of data protection, privacy and security in medical informatics. In:
Lun KC, Degoulet P, Piemme TE, Rienhoft O, editors, MEDINFO92. Proceedings of the 7" World
Congress on Medical Informatics; 1992, p. 1561-5.

7. Technical or Scientific Report

Smith P, Golladay K. Payment for durable medical equipment billed during skilled nursing facility stays.
Final report. Dallas (TX): Dept. of Health and Human Services (US), Office of Evaluation and Inspections;
1994 Oct. Report ny.: HHSIGOEI37485300870.

8. Essay

Kaplan SJ. Post-hospital home health care: the elderly’s acess and utilization [dissertation]. St. Louis
(MO): Washington Univ.; 1995.

m Other published materials

1. Journal article

Lee G. Hospitalizations tied to ozone pollution: study estimates 50.000 admissions annally. The
Washington Post 1996 jun 21; Sect. A:3 (col.5).

2. Audiovisual material

HIV+AIDS: the facts and the future [videocassete]. St. Louis (MO): Mosby-Year Book; 1995.

m Non-published material

1. Printing press
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Lesner Al. Molecular mechanisms of cocaine addiction.
N Engl J Med. In press 1996.

m Electronic Material

1. Newspaper's article in electronic format

Morse SS. Factors in the emergence of infectious disesases. Emerg Infect Dis [serial online] 1995 jan-mar
[cited 1996 jun 5];(1);[24 screens]. Available from: URL: http://www.cde.gov/ncidod/IED/eid.htm

2. Monograph in electronic format

CDlI, clinical dermatology illustrated [monograph on CD-ROM], Reeves JRT, Maibach H. CMEA
Multimedia Group, producers. 2" ed. Version 2.0. San Diego: CMEA, 1995.

3. Computador file

Hemodynamics llI: the ups and downs of hemodynamics [computer program]. Version 2.2. Orlando (FL):
Computerized Educational System;1993.
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ANEXO B- NORMAS DA REVISTA ARQUIVOS DE NEURO-PSIQUIATRIA

INSTRUCTIONS TO AUTHORS

e Purpose and objectives
e Form of articles
e Article's submission

Purpose and objectives

ARQUIVOS DE NEURO-PSIQUIATRIA (Arqg Neuropsiquiatr -
ISSN 0004-282X) is the official journal of the Brazilian
Academy of Neurology. Volume is annual with quarterly

numbers ib March, June, September and December.

The aim of Arquivos de Neuro-Psiquiatria is to publish
original scientific-technological articles in the field of
Neurology and Applied Neurosciences. The texts must be
unpublished, clear and concise in English. However,
consensus, standardization or validation of diagnostic tests

may be in Portuguese.

TYPES OF CONTRIBUTION - The following topics will be

accepted for review:

(1) Articles: original research related to the study of causes,
mechanisms, diagnosis, development, treatment and
prevention of diseases.
(2) Clinical or technical notes: clinical reports of interest (rare
cases, atypical presentations or outcome, unexpected effects

of treatment, use of new techniques).


http://www.scielo.br/revistas/anp/iinstruc.htm#001#001
http://www.scielo.br/revistas/anp/iinstruc.htm#002#002
http://www.scielo.br/revistas/anp/iinstruc.htm#003#003

(8) Historical notes: history of neurology, detailed sign
descriptions,  neurological diseases or syndromes.
(4) Views and Review articles: critical analysis on actual
topics by invitation.
(5) Theses abstracts. abstract reproduction of the theses.
(6) Letters fo the editors: comments on published articles, up
to 400 words and 5 references in  English.
(7) Book analysis: critical analysis of publications in

neuroscience, up to 400 words.

Form of articles

Arquivos de Neuro-Psiquiatria adopts the editorial standards
of the International Committee of Medical Journal Editors:
ICMJE uniform requirements submitted to biomedical

journals October 2005 update (www.icmje.org).The authors

should refer to the original word-processor WORD, source 12
(Arial or Times New Roman). The text should include, in this

order:

(a) Presentation (cover page): (a) Title synthetic and precise,
up to 100 characters; (b) Author: name and, on behalf, as if
desired for indexing; (c) Additional information: name of the
institution where the study was made, city and country; grade
and position of the author; declaration of conflict of interest;
financing;postal address and e-mail.
(b) Abstract: (a) Articles: up to 150 words, containing
structured information on: espective and purpose of the
study, method, results, concluzion; (b) Clinical, technical

and/or historical notes: do not have abstract; (c) Review
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articles: up to 200 words. Title and Abstract in Portuguese
should follow the english abstract.
(c) Key Words: (a) Articles and review articles: in english and
in portuguese, after the abstract, following the Descriptors of
Health Science (http://decs.bvs.br/); (b) Clinical, technical,
historical notes, theses abstracts and letters to the editor: do
not have Key Words.
(d) Text: (a) Articles: up to 3000 words, excluding the
references, including: introduction and purpose; method
(subjects and procedures, explicit reference regarding
compliance with the applicable ethical standards, including
the name of the Ethics Commission which approved the
study and the agreement of patients or their relatives); (d)
results; discussion; aknowledgments; references. Do not
repeat in the text the data from tables and illustrations. (b)
clinical, technical and historical notes, the text should not
exceed 1000 words, excluding the references; (c) review
articles: up to 5000 words, not counting the references,
including analysis of data of other authors or metanalyses,
critical evaluation of the data from the literature and
considerations based on personal experience.
(e) Tables: (a) Articles and review articles: up to 5, submitted
on separate pages, with: order number, title and legend. Do
not use bars to separate rows or columns; (b) clinical,
technical and historical notes: up to 2, with format similar to
that described for the articles.
(f) Nlustrations: (a) Article and review articles: up to 3,
graphics or photos of good quality with subtitles in separate
pages. Reproduction of published illustrations:attach

authorization of publishing and author; (b) Clinical, technical,
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and historical notes: up to 2, with format similar to that
described for the items above. lllustrations in color: costs will
be send to the author.
(9) References: (a) articles: up to 30, restricted to those
essences to the content of the article; (b) clinical, technical
and historical notes: up to 10; (c) review articles: up to 60.
The references must be: (1) numbered consecutively in the
order of their citation along the text; (2) follow the pattern of
the Index Medicus; (3) included all authors when up to 6;

when 7 or more, list the first 3 followed by "et al.".

Prepare references according fo the following norms: (a)
Articles: author (s). Title. Journal year; volume: initial-final
pages (with all digits); (b) Books: Author(s) or Editor(s). Title.
Edition, if not the first. Translator(s), if any. City publication:
publisher, year: initial-final pages; (c) Chapters of books:
Author(s). Title. Editor(s) of the book and the other data on it,
as in previous item; (d) Summaries: Author(s). Title, followed
by (abstr.). Publication year; Volume (Supplement and its
number, if applicable): page(s). When it is not published in a
journal: Title of publication. City where publishing was, year:
page(s); (e) Textbook or text online: author(s). Title. Available
at www... (Name of the site). Accessed (month, day, year);
(f) Personal communications should only be mentioned in the

text, in brackets.

References appearing on papers of this number are useful

examples.

Article's submission
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Articles must be submitted online to the Editorial Board:

www.scielo.br/anp with a letter signed by all authors. E-mail:

arqg.neuropsiquiatria@terra.com.br ;address: ARQUIVOS DE
NEURO-PSIQUIATRIA - Praga Amadeu Amaral 47/33 -
01327-010 - S. Paulo - SP - Brasil.

Upon receipt, the Editorial Board members:

(a) check the article if it is within the context of the journal,
refuse it if it does not meet this condition;
(b) send the elected articles for the analysis to at least two
researchers in the area of the subject of the article, within the
system of arbitration by peers (peer-review) that, within 30
days, must assess the content and form of the text;
(c) receive and analayze referees opinions, rejecting the
articles judget unsactisfatory;
(d) provide knowledge of the opinions of the referres and
suggestions of the authors, along with their suggestions on
content, structure, and writing the text;
(e) within 30 days, receive the revised text of the authors;
(f) within 30 days, verifie if the new text of the article includes
the recommended changes and suggestions and, if
necessary, send the new text to the authors for additional
corrections;

(g) accepts or rejects the article for publication.

ACCEPT OF THE ARTICLE - The manuscripts will be
accepted by chronological order, after conclusion of the
processing steps. All manuscripts will be submitted to a
reviwer in English language with experience in the

neurological area, with cost running on account of the
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authors.

PUBLICATION OF THE ARTICLE - It is understood that the
authors agree with: (a) publishing the article in this journal
exclusively; (b) the automatical transference of rights and
pemissions for publisher of this journal.The authors assume
the responsibility for the intellectual and legal considerations

and the results presented.
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