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SUMMARY

Basement membrane (BM) integrity is altered when a benign or potentially
malignant process changes into malignancy. In this process, it may undergo
varying degress of discontinuity, as a prerequisite to fissue invasion.
immunostaining for collagen IV, present in BM solely, has been used to
evaluate patterns of BM integrity in neoplasic and benign processes in
several organs. A survey was performed, within cases diagnosed as cervix in
situ {I18C), microinvasive (MIC) and invasive squamous cell carcinoma (SCC),
at the Department of Pathology, State University of Campinas (S&c Paulo,
Brazil), from 1988 to 1993, Ouwr purpose was o evaluate the pattern of
continuity of BM amongst these cases, and to verify in which extent it could
be helpful in the diagnosis of beginning stroma invasion (MIC). Specimens

had been previously formalin fixed, paraffin embedded. Standard stains
(M&E) were reviewed and selected blocks were submitted to
immunohistochemical  processing, using an  avidin-biotin-peroxidase
technique, with & mouse monoctonal anti-coliagen IV antibody (Dakopatts).
Histological sections were previously treated with pepsin, in a two hour
incubation period at 37°C. At the end of selection, 20 cases of (SC, 15 MIC
and 24 SCC were studied. SCC cases showed evident BM disruption, one
case only showing BM linear and continuous. Although no statistical
difference could be demonstrated in BM pattern of integrity among ISC and
MIC cases, there was a clear tendency of MIC to show small areas of
discontinuity (7/15 MIC compared to 3/20 ISC). Presence of inflamatory
infiltration did not seem to be responsibie for BM discontinuity, because these
two variables were not statistically associated. In 15 of the 59 cases studied
there was some degree of diagnosis disagreement, either in reviewing H&E,

or after immunohistochemistry. These cases were submitted to a second



examiner and in 8 of them immunohistochemistry was an important tool for
final diagnosis. In further 5 cases, however, immunohistochemistry failed to
demonstrate the lesion, due to wasting off the paraffin blocks. QOur resulis on
pattern of BM confinuity in cervix cancer are in agreement with others
previously reported, We then conclude that immunohistochemistry for
collagen IV may be a helpful tool for diagnosis of beginning stroma invasion
{MIC), but evaluation must be carefully performed together with traditional

morphological data (H & E),
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A integridade da Membrana Basal (MB) estd comprometida no
processo de evoluggo de uma les&o benigna ou potenciaimente maligna para
uma les&o maligna, onde ela pode sofrer graus variados de descontinuidade
como condigo necessaria ac processo de invasdo, A imunocoloragao para
colageno 1V, componente encontrado exclusivamente na MB, tem sido
utilizada para avaliar os padroes de apresentacdo da mesma em neoplasias
e lesdes benignas de vérios orgdos. Com o objetivo de avaliar o padrdo de
continuidade da MB em Carcinomas "In Situ" (CIS), Microinvasivos (CMD e
Epidermdides Francamente Invasores (CEl) do colo uterino, bem como o de
verificar o possivel auxilio de tal express&o no diagnostico de invasao inicial
do estroma {CMI), realizou-se aqui um estudo retrospectivo em casos
diagniosticados no Departamento de Anatomia Patoldgica da UNICAMP entre
1988 a 1993. Os casos selecionados, previamente fixados e incluidos em
parafina, foram revistos (hematoxilina-eosina) e posteriorments submetidos a
estudo imuno-histoquimico pelo método da avidina-biotina-peroxidase com
anticorpo monoclonal  produzido em camundongo anticoldgenc IV
(Dakopatts). Os cortes histolégicos foram previamente submetidos 3 digestao
por pepsina durante 2 horas a 37°C. Ao final da selegao foram avaliados 20
casos de CIS, 15 de CMI e 24 de CEl. Os casos de CE! mostraram evidente
descontinuidade, em grau pequenc ou grande da MB (23/24 casos),
mostrando apenas um caso com MB continua e integra. Embora nio
houvesse significancia estatistica no padrio de continuidade da MB entre
casos de CIS e CMI, houve nitida tendéncia destes a apresentarem
pequenas interrupgbes (sete de 15 casos de CMI contra apenas trés de 20
casos de CIS). O infiltrado inflamatério, varidvel também analisada, n&o

deveria ser responsabilizado pelas dreas de descontinuidade da MB, uma



vez que ndo houve correlagdo estatistica entre elas. Em 15 dos 59 casos
estudados houve algum grau de discordancia, quer a reviso da morfologia
ou apos avaliagdo da imunocoloracdo. Estes casos foram submetidos a um
segundo Revisor, sendo que em oito casos a imunocoloragdo foi importante
na decisdo diagnbstica. Em outros cinco, porém, a imunocoloragao mostrou-
se fatha, pois o processo pafoldgico analisado havia sido desbastado do
bloco de parafina.  Os resultados do presents trabalho sobre o padrao de
continuidade da MB s3o compativeis com os dados da literatura. Concluiu-
se que a imunocoloracdo para colageno IV pode ajudar o diagnostico de
invasao inicial do estroma (CMI), contudo, a avaliacdo deve ser criteriosa e

feita em conjunto com os dados de morfologia classica.
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1.1. Membrana Basal

O organismo dos mamiferos normais € composto  por
compartimentos celulares separados por matriz extracelular, como a
membrana basal & o estroma intersticial. As células normais respeitam os
fimites dos compartimentos teciduais, mesmo nos crescimentos hipertréficos
ou hiperplasicos. Em contraste, as células tumorais malignas ndo respeitam
estes limites e se metastatizam para outros tecidos (ALBRECHTSEN,

WEWER, LIOTTA, 1986).

A Membrana Basal (MB) corresponde & matriz  extracelular
aspecializada, encontrada em quase todos o0s animais pluriceiulares,
produzida por células epiteliais, endoteliais e diversas células mesenqguimais
(YURCHENCO & SCHITTNY, 1990). A maioria dos 6rgdos mostra MB
separando celulas epiteliais, endoteliais e mesenquimais. Alguns érgaos,
porém, apresentam pouca MB, como é o caso do figado e do sistema
nervoso central. Os hepatdcitos e as células nervosas néo s&o envoltos por
MB. No tecido conjuntivo, hd MB envolvendo cada adipdcito e célula

muscuiar, todavia ndo outras células mesenquimais (LEE, 1988).

A MB é definida ullraestruturalmente por duas camadas: eletrolicida
{lamina rara ou lacida, 10-50nm) adjacente as células e, outra, elefrodensa
{lamina densa, 20 a 300nm) adjacente ao tecido conjuntivo (FAVRET e
cols,, 1990). Estas laminas estendem-se, por um lado, em direcdc 2a
membrana celular e, por outro, em diregdo as ﬁb}'as colagenas (INQUE,

1989j (Figura 1).
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Figura 1. Esquema da interface entre a célula epitelial e o tecido conjuntivo. A MB ¢
composta de duas camadas de eletrodensidades diferentes: l8mina rara e
Jamina densa. A {amina densa liga-se a porgio superior do tecido conjuntivo
mais frouxo, ou camada reticular, através de fibrilas de ancoragem. A camada
reticutar contém proteoglicanos, fibranectina, proteinas estruturais e fibras
colagenas, predominantemente do tipo 3. H&, ocasionalmente, pequenas e
delicadas fibras elasticas. A camada de tecido conjuntivo denso contém
colageno, predominantemente do tipo 1, glicoproteinas estruturais e
proteoglicancs (MARTINEZ-HERNANDEZ & AMENTA, 1983).



Para demonstrac@o rotineira da MB s&o utilizadas coloragbes pelo PAS
ou impregnagado pela prata, evidenciando-se uma sstrutura linear fortemente
corada (QZZELLQ, 1959; BOSMAN, HAVENITH, CLEUTJENS, 1985). Ao
microscopio eletronico, a estrutura da MB varia de acordo com o tipo de
célula com a qual ela estd associada. Algumas membranas, como a capsuia
do cristalino, consistem de uma l&mina densa apenas. Muitas outras
membranas contém a lamina rara e a lamina densa, como a epiderme,
sisterna respiratorio, geniturindrio, gastrointestinal, etc. Em glomérulos e
alvéolos, a MB & trilaminar devido a justaposicao da membrana epitelial e da
endotelial (BOSMAN e cols., 1985).

Todos os tipos de matrizes extracelulares, tais como MB, intersticio,
estroma do corpo e cartilagem, diferem uns dos outros pelos tipos de
componentes da matriz. Cada tipo de matriz ¢ composto por fipos
caracteristicos de colageno geneticamente distintos (BORNSTEIN & SAGE,
1980: LIOTTA e cols., 1981; TIMPL e cols,, 1981; BISSEL , HALL, PARRY,
1982).

A MB é composta por 80% de proteinas, 10% de carboidratos e
pequena quantidade de lipidios. A anélise de aminoacidos indica que 40% a
60% das MB séo compostas por proteinas coiégenas (KEFALIDES, ALPER,
CLARK, 1979; KEFALIDES, 1980).

Os termos “extrinseco” e “intrinsecao” foram propostos por alguns
autores para os componentes da MB (MARTINEZ-HERNANDEZ & AMENTA,
1083 BIREMBAUT e cols., 1985), sendc componentes intrinsecos o
colageno IV, a laminina, o sulfatc de heparan de proteoglicano e,
possiveimente, a entactina (MARTINEZ-HERNANDEZ & AMENTA, 1883;
WEBER, 1992). Os componentes extrinsecos estéo presentes apenas em

algumas membranas, particularmente naquelas com proeminente fungao



filtrante. Estes componentes s&o o colégeno V, a fibronectina e o sulfato de
condroitina.

A seguir, faremos uma breve descricdo de cada componente da MB:

1.1.1. Componentes Intrinsecos

Colageno IV: Existem sete tipos de colageno bem definidos (MINOR, 1980,
MARTINEZ-HERNANDEZ & AMENTA, 1983). Os tipos |, H e lli séo
chamados colagenos intersticiais; o tipo IV é exclusivamente de MB; € o iipo
V compde o colageno estromal e pericelular (GAY e cols., 1981, MARTINEZ-
HERNANDEZ, GRAY, MILLER, 1982b). O colageno tipo Vi foi originalmente
isolado de um digesto de pepsina da aorta e, depois, foi encontrado numa
série de tecidos {placenta, cornea, musculo esquelético, disco intervertebral,
osso alveolar, dentina e pele). A coloracéo para coldgeno Vi foi observada
na capsula de Glisson, no estroma do espaco portal e espage de Disse. Em
cirrose biliar priméria encontra-se intensa reatividade para colageno Vi ao
redor dos ductos biliares proliferados. Este componente da matriz
extraceluiar pode ter um pape! importante na fibrose hepatica (GRIFFITHS e
cols., 1992). O colageno Vil foi demonstrado como constituinte protéico que
ancora a membrana basal com 0 tecido conjuntivo subjacente. Em tecidos
normais, © colageno Vil foi encontrado em MB de epitélios mistos e
estratificados, tais como: mama, prostata, laringe, esdéfago, traquéia e
epiderme (WETZELS e cols.,, 1892). Também foi sugerido que o colageno
Vil poderia desempenhar aigum papel no processo de invasao, por estar
presente na fase de transigéo entre displasia e carcinoma do colon (VISSER
e cols., 1993).

Cada molécula de coldgeno é composta por itrés cadeias de
polipeptideos chamadas cadeias-alfa. A sequéncia de aminoacidos de cada

cadeia-alfs & caracteristica para cada tipo de colageno. As cadeias s@o



helicoidais, usuaimente contém glicina na terceira posigao (exceto o

colageno V) e sdo ricas em hidroxiprolina e hidroxilisina.

SITIO NAO = @&
COLAGENICO , i\ ¥

47

Figura 2. Modelo do cotageno tipo IV: quatro moléculas de colageno  esto unidas
afravés de ligacdes estdveis na regifio 7S. Cada molécula de colageno é
composta de trés cadeias-alfa dispostas em tripla helice, que slo
interrompidas em vérios pontos. Estas 4dreas de desconlinuidade sio os
sitios de suscetibilidade 3 protease. Regibes globulares terminais estéo
envolvidas em interagdes com outras moléculas de colageno tipo 1V,
formando uma rede que constitui 0 esqueleto das membranas basais
(MARTINEZ-HERNANDEZ & AMENTA, 1983).



A estrutura helicoidal da cadeia-alfa do colagenc IV parece ser
interrompida por segmentos de cadeia de polipeptideos. Estas interrupgdes
provavelmente explicam a conhecida susceptibilidade do colageno IV a
digestdo por enzimas nao-colagenoliticas (MARTINEZ-HERNANDEZ &
AMENTA, 1983). A cadeia-alfa contém relativamente grandes quantidades
de 3-hidroxiproiina e é rica em carboidratos (KEFALIDES e cols., 1979). Sua
configuracéo & em tripla hélice, formada por duas cadeias diferentes, alfa - 1
e alfa - 2 (BOSMAN e cols., 1985). As grandes guantidades de carboidratos
poderiam explicar a coloragdo PAS positiva da MB (BARSKY e cols., 1883b).

Todos os anticorpos direcionados contra ¢ colageno IV, monoclonais
ou paliclonais, localizam-se  exclusivamente na MB (MARTINEZ-
HERNANDEZ & AMENTA, 1983, FOELMER, MADRI|, FURTHMAYR, 1983).
Por método imuno-histoguimico e eletroimuno-histoquimico, demonstrou-se
que os determinantes antigénicos do colagenao IV estéo localizados tanto na
jJamina rara quanto na lamina densa (ROLL e cols, 1980, SANO e
cols., 1981, MARTINEZ-

HERNANDEZ & AMENTA, 1983).

Laminina: E uma glicoproteina n&o-colagénica. Estudos  imuno-
histoguimicos com microscopia dptica e microscopia eletronica mostram que
a laminina ocorre exclusivamente na MB, especiaimente na iamina rara. A
faminina provavelmente tem papel importante na ligacéo de células a MB e
ela também se liga aos proteoglicanos, os quais poderiam contribuir para a
integridade estrutural da MB (MARTINEZ-HERNANDEZ & AMENTA, 1983).
Suifato de Heparan de Proteoglicano (HPG): E covalentemente ligado a
uma sequéncia de proteinas e ocorre na membrana como agregado na
iamina rara. Tem importante papel de sustentag@o das células & MB, por sua
propriedade catibnica e tambeém na regulagdo da filtrac@o

glomerular (MARTINEZ-HERNANDEZ & AMENTA, 1983; WEBER, 1992).



Entactina: Glicoproteina altamente sulfatada que parece ser um produto
dos fibroblastos estromais (MARTINEZ-HERNANDEY? & AMENTA, 1983:;
ABRAHAMSON, 1986). Esta associada tanto a laminina quanto ao colageno
IV através de sua porgdo COOH-terminal, sugerindo, portanto, gue pode
servir de ponte na ligacdo destes  dois mais importantes

componentes da MB (YURCHENCO & SCHITTNY, 1990).

1.1.2. Componentes Extrinsecos

Os componentes extrinsecos s3o substancias que ndo ocorrem
exclusivamente na MB e, portanto, ndo sfo sintetizados por células epiteliais
e endoleliais envolvidas exclusivamente na produgdo da mesma
{(MARTINEZ-HERNANDEZ & AMENTA, 1983). Sdo eles:

Fibronectina: A partir de estudos de imunofluorescéncia, varios autores
descrevem-na como um componente da MB (LINDER e cols, 1975;
STENMAN & VAHERL, 1978, WARTIOVAARA, LEIVO, VAHER!, 1979)
Porém, a eletroimuno-histoquimica a evidencia no estroma do tecido
conjuntivo imediatamente adjacente & MB (BOSELL! e cols. 1981,
MARTINEZ-HERNANDEZ e cols., 1982a; MARTINEZ-HERNANDEZ &
AMENTA, 1983, ABRAHAMSON, 1986).

Colageno V: Foi isolade a partir da placenta humana (CHUNG, RHODES,
MILLER, 1976; BURGESON e cols., 1976), sendo encontrado no estroma,
onde parece ter a fung@o de ancoragem dos vasos sanguineos,
interconectando diferentes coldgenos (MARTINEZ-HERNANDEZ e cols.,
1982b).



1.1.3. Fungdes da Membrana Basal

As trés principais fungldes da MB (MARTINEZ-HERNANDEZ &
AMENTA, 1983) s&o:
- constituir uma forga tensional, fornecendo suporte fisico para estruturas
tais como ftdbulos renais (WELLING, GRANTHAM, QUALLIZZA, 1972),
vasos sanglineos e capsula do cristaline {(MARTINEZ-HERNANDEZ &
AMENTA, 1983), entre outras.
- fungéo de ancoragem (ligag@o) celular, propriedade demonstrada em
estudos de cultura de tecide e que envolve colageno IV e a laminina
(STANLEY e cols,, 1980; TERRANOVA, ROHRBACH, MARTIN, 1980) a
membrana celular, provavelmente, contém sitios de ligagao especificos para
esias proteinas.
- a uitima funcéo é a de ultrafiltragéo, propriedade que ocorre nos capilares
& que foi particularmente estudada no glomérulo renal. O sulfato de heparan
tem o papel principal nesta fungio (RYAN & KARNOVSKY, 1975
CAUFIELD & FARQUHAR, 1978; KANWAR & FARQUHAR, 1979).

1.1.4. Membrana Basal e Oncologia

Recentemente, um grande nGmero de pesquisas tém sido
desenvolvidas no campo da bioquimica do tecido conjuntive, incluindo
estudos da composicéo da MB. Muitos destes trabalhos tém aplicagdes na
biologia tumoral, como por exemplo o use de anticorpos especificos contra
faminina e cotageno IV para posterior estudo imuno-histoquimico da MB no
cancer.

O conceito de penetracdo da MB por tumores invasivos nédo é novo.
BRODERS (1832) notou, por coloragéo rotineira (HE), a propriedade de

alguns tumores invasivos de penetra-a. Embora o estudo dos caracteres



morfologicos da MB no cancer ndo sejam novos, existem muitas
confroversias  neste assunto. A deteccdo imuno-histoguimica de
componentes da MB, portanto, tem expandido muito as investigacbes em
direc&o ao estudo do comportamento invasivo do cancer. A visualizagéo da
MB por este método, com anticorpos especificos contra seus componentes,
proporciona uma alta resolucdo e precisdo. Esta técnica &, além disso,
confiavel e reprodutivel. Ambos os anticorpos, contra a laminina e o
cotageno 1V, tém sido amplamente usados como marcadores da membrana
em aiguns tipos de tumores {(HAVENITH e cols., 1987; SCHAPERS e cols.,
1990). '

A imuno-histoquimica aplicada em carcinomas demonstrou uma MRB
fragmentada e interrompida (RICHARDS & FURNESS, 1990). Alguns
autores mostraram que lesées pre-malignas ou carcinoma "in situ" tém MB
intacta e, no ultimo, por vezes, descontinua (VISSER e cols., 1986;
RICHARDS & FURNESS, 19890). Outros trabalhos concluiram que nas
lesbes “in situ” a MB é sempre continua (PERTSCHUK e cols., 1977;
BARSKY e cols, 1983ab; WILLEBRAND, BOSMAN, DE GOEJ, 1986
VOGEL & MENDELSOHN, 1987). Entretanto, inspectes cuidadosas tém
revelado uma pequena descontinuidade acompanhando o epitélic da leséc
pré-maligna da mama, dos bronguios, do colon e do endométrio
(ALBRECHTSEN e cols., 1981; BIREMBAUT e cols., 1885, BOSMAN e cols.,
1985, FURNESS & LAM, 1987).

Os estudos iniciais nessa &rea, usando anticorpos que reagem
naturalmente contra o antigeno do penfigdide bolhoso, reforgaram os
achados ultrastruturais de defeitos de MB em carcinoma basocelular de pele
{DE MORAGAS, WINKELMANN, JORDON, 1970).

Essas falhas apresentadas na MB tém uma grande importancia, pois é
sabido que o movimentc das células através delas & biologicamente

importante e constitui carater fundamental do desenvolvimento de
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neoplasmas invasivos. Assim, a capacidade das céiulas malignas de
atravessar a MB epitelial e endotefial é essenciai para o processo de
metastase (LIOTTA, 1984),

A perda ou uma marcada desorganizacdo da MB é encontrada durante
a transicdo do processo epitelial benigno para o maligno (BARBKY e cols.,
1983b). Segundo RICHARDS & FURNESS (1990}, o crescimento invasivo
de um carcinoma é definido como a penetracio de células neoplasicas
malignas através da MB e esta, por sua vez, serve como uma imporiante
barreira estrutural & progressBo de neoplasias que irdo infiltrar e
metastatizar, como a neoplasia epitelial que tem de penetrar uma ou mais
camadas de MB para se tornar invasiva.

O mecanismo pelo qual as falhas da MB sdo formadas & ainda
desconhecido. Existem algumas hipGteses para explicar 0s mecanismos
envolvidos na descontinuidade da MB no céncer, uma vez que ela néo é
uma estrutura estatica; ao contrério, € continuamente catabolizada e

depositada. RICHARDS & FURNESS (1980) sugeriram trés possibilidades:;

1. Degradacio de componentes da matriz extracelular pelas céiulas

neoplasicas,

2. Diminuicgo ou defeito de sintese dos componentes de MB pelas células

neoplasicas;

3. Capacidade reduzida para reparar os defeitos produzidos pela passagem

das células inflamatdrias.

A dissolugéio local da MB ocorre na drea de contato com as células
tumorais invasivas (LIOTTA, RAO, BARSKY, 1983; LIOTTA, 19886).

Colagenases especificas tipo IV ja foram isoladas de uma variedade de
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células neopldsicas (LIOTTA e cols.,, 1879 SHIELDS e cols., 1984). Alguns
lumores invasivos elaboram enzimas degradativas especificas  dos
componentes da MB, e a atividade enzimatica esta correlacionada com o
comportamento metastatico do tumor (LIOTTA e cols. 1979; LIOTTA e cols.,
1980; BARSKY e cols., 1983a). LIOTTA e cols. (1980) demonstraram que a
produc@o da colagenase especifica do tipo IV esta correlacionada com o
potencial metastatico da linhagem celular do melanoma B16. KRAMER,
VOGEL, NICOLSON (1982); KRAMER & VOGEL (1984) identificaram uma
endoglicosidase nas células deste melanoma, a qual degrada seletivamente
o sulfato de heparan de protecgiicano.

Os estudos de microscopia eletrbnica demonstraram, além disso, uma
dissolucéio de MB na drea de contato com a célula tumoral invasiva
sugerindo um mecanismo enzimatico (LIOTTA e cols., 1980). No entanto, o
encontro de colagenases através de hibridizac&s "in situ” também em
neoplasias benignas demonstra que o mecanismo de invasio deve ser mais
complexo que 0 aventado anteriormente (SOINI & AUTIO-HARMAINEN,
1993),

LIOTTA (1986) chegou a uma hipétese que descreve a sequéncia de
eventos Dioguimicos durante a invasdoc da célula tumoral na matriz

extracelular. Estes eventos séo:

1. A celula tumoral ataca MB via receptores de superficie, os quais se ligam
especificamente aos componentes da matriz, tais como laminina (MB) e
fibronectina (estroma) (KRAMER, GONZALEZ, NICOLSON, 1980;
TERRANOVA e cols., 1980).

2. A célula tumoral secreta enzimas hidroliticas (ou induz as células normais
adjacentes a secretarem estas enzimas), as quais podem, localmente,

degradar a matriz (incluindo degradagéo de componentes da MB).



12

3. A locomocdo da célula tumoral para a regifio da matriz extracelular assim
degradada seria facilitada pela protedlise, repetindo-se ciclicamente estas

frés etapas.

Segundo BOSMAN e cols. {1985), os defeitos da membrana s&o
causados por um desequilibric entre a producgdo e a degradacdo, que
poderia ser devido ac aumento da degradagdo ou a diminuigdo da sintese
dos constituintes da MB cu ainda a combinagdo destes processos.

Deve ser ainda considerado gue os componentes sintetizados pela
célula tumoral s&o, em geral, do mesmo tipo dos sintetizados peia celula
normal (ADAMSON, GAUNT, GRAHAM, 1979; BORNSTEIN & SAGE, 1980,
ALITALO, KESKI-OJA, VAHERI, 1981), porém a quantidade de maitriz
produzida pela célula tumoral é freqlentemente muito menor do que pela
célula normal (HYNES, 1976; ALITALO ¢ cols., 1881, FAGAN e cols., 1881;
HAYMAN e cols., 1982}

1.1.5. Padrio de Distribuicdo da MB em Carcinomas

Os estudos imung-histoguimicos de carcinomas em diferentes tecidos
tdm mostrade que a maioria das lesdes benignas apresentam uma
configuragiio normal e continua da membrana (GOULD & BATTIFORA,
1976; LIOTTA e cols, 1983, BARSKY e cols, 1983b), assim como as
lesbes pré-invasivas, que exibem imunorreatividade da laminina e do
colageno IV, evidenciando uma membrana intacta e linear.

Os avangos da pesguisa sobre MB levaram a apreciagdo da estrutura
& funcdo de seus componentes individuais, dando novas interpretacdes a
aplicaco da imunocoloragde no monitoramento das mudancas na

membrana em cancer humano. Usando coloragdo imuno-histogquimica para
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03 componenies da membrana de tecidos normais, tais como mama, trato
respiratorio, rim, estdmago, colon, reto, glandulas enddcrinas e exdcrinas,
pele, vasos e placenta, mostrou-se uma membrana bem preservada, linear e
continua. Os tecidos carcinomatosos poderiam exibir um padrdo de
distribuicdo de membrana relativamente bem definide (LEE, 1988).
Vamos entdo descrevé-los em alguns carcinomas (ver também

Quadro 1, pagina 23).

Carcinoma de Mama; ALBRECHTSEN e cols. {1981) foram os primeiros a
demonstrar, por coloragio imuno-histoquimica dos componentes da MB da
mama, que tanto no carcinoma "in situ" quanto no intralobular a MB esta
intacta. Em contraste, carcinomas invasivos mostraram MB com defeitos
focais, especialmente nas areas de invasdo. Trabalho semelhante foi feito
por SIEGAL e cols. {1981), que estabeleceram um padréo de
imunorreatividade da laminina e do colagenc IV na MB subjacentes as
células tumorais, tanto primarias quanto metastaticas, Outros auvtores
tambérn observaram gque nos carcinomas bem a moderadamente
diferenciados a MB e fragmentada ou descontinua, porém, nos pouco
diferenciados, pouca ou nenhuma coloracdo & observada {BURNS, DIXON,

WOOQDS, 1980; BURTIN e cols., 1982).

Carcinoma Intestinal e Colorretal: FOSTER, TALBOT, CRITCHLEY
(1984); FOSTER e cols. (1986), estudando carcinoma retal, fizeram uma
correlagdc entre a coloragdo da MB e o grau de diferenciacdo do tumor,
estadio e presenca de metastases. Eles concluiram que a deposi¢ao de
faminina no limite entre o tumor e o estroma esta correlacionada
significativamente com graus histologicos mais diferenciados e melhor

sobrevida do paciente. Estes autores sugeriram o uso de {HQ para laminina
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como  complemento ao  diagndstico de carcinoma  colorretal e ao
estadiamento proposto por Dukes.

OFFERHAUS e cols. {1991) estudaram 154 pacientes com cdncer
cotorretal operados entre 1967 e 1974, Estes autores testaram o valor
prognostico da deposigdo de colageno IV no estroma do tumor, além de
outras varidveis. Eles concluiram que a deposigdo de colagenc IV nos
fimites do tumor com o estroma tem correlacdo significativa com a sobrevida,
guando analisada como dado isolado. Além disso, a imunocoloracio do
colageno IV facilita o reconhecimento de invasdo vascular, pois ressalta a

MB de vasos.,

Carcinoma de Puimio: Alguns autores (BARSKY, 1983c; BIREMBAUT e
cols., 1983, CAM, BELLON, POULIN, 1984) estudaram um pegueno numero
de carcinomas de puiméo e observaram grau variado de coloracao positiva

da laminina ao redor das areas invasivas.

Carcinoma Renal: Foram estudados cinco casos para a presenca de
coloragdo para laminina. Em trés casos de carcinoma de células renais,
obteve-se colorag@o posiliva infensa da MB contornando os tubulos que
eram distintamente separados da membrana vascular. Em um tumor
pobremente diferenciado, a MB estava interrompida e havia coloragao
infracitoplasmatica positiva para laminina (ALBRECHTSEN e cols., 1986).
SARIOLA e cols, {1885) publicaram uma série de tumores de crianga,
incluindo 82 casos de tumor de Wiims. Estes autores concluiram que a
imunocoloragdo da MB, utilizando anticorpos antilaminina e colagenos, pode
ser acessorio no diagnodstico destes tumores, segundo a distribuicdo de
diferentes tipos de colageno e padrdo de reatividade nos diferentes

subgrupos de tumor histologicamente definidos.
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Carcinoma Pancreatico: A visualizaggo da MB em tumores comparada a
processos inflamatérios foi bem descrita por HAGLUND e cols. (1884), que
examinaram 15 casos de pancreatite cronica e 33 de carcinoma pancreatico.
Duranie o estagio da doenca inflamatdria, a MB apresentava-se continua,
mas focaimente fraca e mais fina do que o normal. Em adenocarcinoma
pancreatico, a laminina distribuia-se irregularmente e esiava ausente em
areas. O carcinoma anaplasico n&o tinha laminina extracelular, mas em dois
casos mostrou laminina intracelular. Estes autores concluiram que a
integridade da MB correlaciona-se com © grau de malignidade em

adenocarcinoma ductal.

Tumores de Glandula Salivar: TOIDA e cols. (1984) estudaram 41 casos
de glandula salivar usando imuno-histoquimica para laminina. No carcinoma
adendide cistico encontraram positividade para laminina na MB ao redor dos
pseudoductos de células tumorais. Em outros tipos de tumores, fais como
adenoma pleomdrfico, tumor mucoepidermdide e adenocarcinoma, foi

demanstrada coloracdo da laminina interrompida.

Carcinoma de Pele e Oral: A MB em tumor maligno de pele foi estudada
quanto a presenca de colageno {V e laminina. No carcinoma basocelular a
MB & continua ao redor dos elementos do tumor (VAN CAUWENBERGE e
cols., 1983). Em caréinoma de célula sscamosa, a MB é mais irregular, com
interrupgéio focal e reduplicacdes focais (ALBRECHTSEN e cols., 1986).
THESLEFF & FEKBLOM (1984) estudaram a presenga de
imuniocoloracae para laminina em cinco ameloblastomas e cinco carcinomas
epidermdides orais. Todos os ameloblastomas mostraram linha continua de
coloragdo da laminina ac redor das células tumorais, no tecido conectivo. A
faminina também foi observada em carcinoma escamoso, mas com

distribuicio heterogénea & irreguiar.
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1.2. Carcinoma do Colo Uterino

O céncer do colo uterino @ uma das raras moléstias malignas que
obtém uma cura 100% quando diagnosticada nas suas formas iniciais. No
Brasil, esta afecgdo, gue € curavel totalmente nos seus primérdios, é
responsavel por 15% dos ébitos de cancer das mutheres acima de 15 anos
{TERREIRO, 1987). Em nosso meio, o cancer do colo uterino é ¢ segundo
colocado em mutheres, com 17% dos casos, em material de palologia
cirtrgica, seguindo o de pele, com 35,5% dos casos (LOPES DE FARIA e
cols., 1982). Bastam estes dados estatisticos para demonstrar a importéancia
desta afeccdo, bem como o posicionamento do céncer cervicouiering que
extrapola o seu estudo da area meédica para a de salde publica.

A importancia do céncer do colo uterine no Brasil é fotalmente
diferenie na Inglaterra, onde 0 cancer do ovario tem maior incidéncia, e nos
EUA, onde predominam os carcinomas de pulméo e de mama. O cancer
cervicoutering invasor € uma das causas mais freqlentes de &bito na
populacao feminina da América Latina, cujas taxas de incidéncia encontram-
se entre as mais aitas do mundo.

Os fatores mais importantes gue se relacionam com 0
desenvolvimento do carcinoma cervical e de suas lestes precursoras séo;
muttiplos parceiros sexuais € a idade precoce ao primeiro coito, O fumo
parece ser fator de risco independente, Como consequéneia, a displasiae o
Carcinoma "In Situ” (CI8) sfo considerados dentro do contexio de doencas
sexualmente transmissiveis, Nao existe confirmagdo de que o baixo nivel
socioecondmico, infecglo prévia por sifilis ou gonorréia, o DNA do
espermatozoide ou certos métodos anticoncepeionais sejam causas de
Neoplasia Intra-Epitelial Cervical (NIC). Existem trabalhos de pesquisa que
indicam um  virug associadc a um cocarcinogénico como agente

responsavel. Em parte, este conceito baseia-se no potencial carcinogénico
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pem conhecido dos virus. Os virus mais responsabilizados sao Herpes
Simples Tipo 2 (HSV2) e o Virus Papiloma Humano (HPV) (TERREIRO,
1987},

1.2.1. Virus do Herpes Simples Tipo 2: A indicagéo da presenca de HSV2
em neoplasia cervical baseia-se em estudos soroepidemiciogicos mostrando
titulos elevados do anticorpo de HSVZ em mulheres com neoplasia cervical.
Foi também identificado o DNA do HSVZ em lesdes e NIC de todos os graus
e em cultura de tecido de carcinomas de células escamosas. Estes

subgenomas foram reconhecidos em 40% de carcinomas cervicais.

1.2.2. Virus do Papiloma Humano (HPV): Foi reconhecido como um
provavel agente etiologico do carcinoma escamoso cervical. Embora apenas
uma peguena porcentagem de mutheres infectadas com virus apresente
displasia ou carcinoma, 80% das lesfes displasicas incipientes apresentam
aspectos citoldgicos de infecgdo por HPV. Alem disso, as céjulas epiteliais
em quase todos 0s graus de displasia, CIS e carcinoma invasivo contém
MINA do HPV. Recentemente, também foi identificado o DNA do HPV deniro
de linhagem de céiulas cultivadas do cancer cervical.

O condifoma viral benigno contém tanto os tipos 6 come os 11 do HPV,
sendo considerados tipos de baixo risco para o desenvolvimento de cancer.
Ao contrario, as células na grande maioria das displasias intensas e céncer

invasivo contém HPV 16, 18 e 31, considerados tipos de risco elevado.

1.2.3. Carcinogénese: A displasia e o carcinoma "in situ" estao incluidos na
classificacio de Neoplasia Intra-Epitetial Cervical (NIC). O termo neoplasia
intra-epitelial cervical foi introduzido para salientar que a displasia e CIS
representam mais estagios de um processo continuo do gue doengas

separadas. A NIC é definida como um espectro de alteragbes intra-epiteiiais
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que comegam com atipia global minima e que evoluem através de estagios
de anomalias intra-epiteliais mais acentuadas até o carcinoma invasivo de
células escamosas. Foi adotada a seguinte classificagdo; NIC | = displasia
leve; NIC I = displasia moderada;, e NIC Hl = displasia intensa e
carcinoma "in situ". Considera-se que ¢ tempo médio para todas as
displasias evoluirem para CIS é de aproximadamente dez anos. Este
conceifo de continuidade de lesdo displasica até carcinoma tem sido
questionado por alguns autores, que véem nas lesdes produzidas por HPV 6
e 11 diferencgas de evolugio clinica quando comparadas as produzidas pelo
HPV 16 e pelo 18, estes sim com propens&o a evolugdo para o carcinoma

(KIVIAT & KOUTSKY, 1993).

1.2.4. Carcinoma Epiderméide "In Situ” ou Carcinoma "In Situ": Este
carcinoma & designado atualmente como Neoplasia Intra-Epitelial Cervical
grau IF (NIC ). Caracteriza-se como uma lesdo com alteracdes
citoistologicas do carcinoma, mas limitadas ao epitelio.

O CIS apresenta-se sob fendtipos diversos, todos tendo em comum
alteragBes citoarquiteturais de carater maligno, sem invasdo de estroma do
componente celular presente: anaplasico de células pequenas; células
grandes naoc-queratinizantes ou tipo intermediario; e células grandes
queratinizantes correspondentes "in silu” respectivamente aos equivalentes
nvasivos:  pouco  diferenciado, moderadamente diferenciado e bem

diferenciado.

1.2.5. Carcinoma Microinvasivo: Entre os carcinomas epidermoides do
colo uterino, © carcinoma microinvasivo € a expressado morfologica do
estadio pré-clinico la segundo a FIGO (Federagdo Internacional de
Ginecologia e Qbstetricia - Quadro 2, pagina 24). Carcinoma microinvasivo

& & neoplasia epitelial com um ou mais focos de invasdo até a profundidade
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méaxima de 5mm. O diagndstico é formulado incluindo o nivel exato de
profundidade da invasdo em milimetros, tomado a partir da base do epitélio,
do qual ela parte {superficial ou da cripta), o nimero de focos da invasao, a
confluéneia ou nao dos mesmos, e a presenga de comprometimento
vascular linfatico ou sanglingo.

Histologicamente, os focos de invasao sao representados por um ou
mais blocos de células neoplédsicas que se projetam da base do epitelio
superficial ou da cripta glandular, contendo neoplasia intra-epitelial. Estes
hlocos assumem formas variadas, como bojuda, em lingGeta ou irregular, e
mostram, em geral, mais células diferenciadas do que o componente
epitelial “in situ” associado, demonstrando freqlentemente células maiores e
gueratinizadas. O contorno dos focos é irreguiar, com perda da membrana
basal, @ 0 estroma circunjacente mostra variavel infiltrado  inflamatorio
linfomonoplasmocitario, com sinais de agressao as células neoplasicas.
Trata-se de uma lesdo seguramente de prognostico mais favoravel gue o

correspondente francamente invasivo,

426, Carcinoma Epiderméide Invasivo: O carcinoma epidermoide
invasivo, nas fases iniciais do seu crescimento, promove um aumento na
consisténcia e confere granulosidade ao colo, j& percebidos ao toque.
MNestas fases, na grande maioria das vezes, a8 sua locatizacéo na zona de
transformacac pode ser visualizada. A progress&o tumoral faz-se sob duas
formas basicas de apresentacfio morfoldgica: exofitica e endofitica. Esta
gitima inclui os tipos uicerados e nodulares, que podem coexistir com a
forma exofitica. A forma exofitica apresenta-se como tipo polipldide e
vegetante; este vltimo incluindo a apresentagao verrucosa € a papilifera.

Na pratica, o carcinoma epidermoide apresenta-se sob variaveis graus
de diferenciacdo classificados como: bem diferenciado (grau 1),

moderadamente diferenciado (grau 2) e pouco diferenciado (grau 3). Os
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tumores bem diferenciados séo constituidos por células com sinais de
maturacao escamosa evidente, como produclo de queratina, presenca de
pontes intercelulares e citoplasma abundante eosinofilico, por vezes claro,
contendo glicogénio. Estas células formam grupos coesos, circundados em
geral por estroma com denso infiltrado inflamatério linfomonoplasmocitério e
ocasional reacdo granuiomatosa tipo corpo estranho 3 queratina, substrato
morfolagico da reagéo do hospedeiro & invaséo neoplasica. Os nucleos s&o
grandes e tém cromatina irregularmente distribuida.

As neoplasias moderadamente diferenciadas mostram composicio
celular mais pleomdrfica que a do grau 1, sendo caracterizadas por
diminuicdo do volume citoplasmatico, bordas celulares menos nitidas,
pontes intercelulares indistintas e praticamente auséncia de pérolas corneas
comuns no grau 1, embora gqueratinizagdo individual de células esteja
presente. As figuras de mifgse sd0 comumente encontradas.

Os carcinomas pouco diferenciados caracterizam-se por auséncia de
maturagao escamosa indicada pela produgdo de queratina opticamente
visivel. S8o em geral compostos por células psquenas, com alta relacao
nucleo/citoplasma, tipo basaldide, ocasional disqueratose e numerosas

figuras de mitose, por vezes atipicas (CARVALHO, 1987).

1.2.7. imunocoloragédo de MB em Carcinoma de Colo Uterino: A exemplo
de achados em outros Orgaos, lesdes benignas e pré-malignas do epitélio
cervical mostram, em geral, MB preservada enguanto que carcinomas
tendem a apresentar éreas de descontinuidade da mesma, isto foi verificado
em estudos de imunofluorescéncia, imuno-histoquimica e microscopia
eletronica (FRAPPART e cols., 1982, STENBACK e cols., 1985). RICHARDS
& FURNESS (1990) realizaram um estudo para avaliar a freqléncia de

falhas na MB em lesdes de colo uterino, através da deteccéo imuno-
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histoquimica de colageno V. Estudaram 185 casos, divididos em dois
Grupos;

a) Histerectomia por disfuncéo utering sem neoplasia (epitélio escamoso
normal = grupe-controle); epitélio mostrando slteragbes virais sem evidéncia
de atipia e epitélio escamoso metaplasico.

b} Bidpsia de cone = alteracOes virais com neoplasia intra-epitelial cervical e
carcinoma de células escamosas microinvasive e invasivo.

Foram também caracterizados mais dois grupos: um associado com
infiltrado inflamatorio e outro ndo associado com infiltrado inflamatério. Foi
verificado que o epitélio escamoso cervical em condigbes benignas tem MB
oreservada, © desenvolvimento de atipia viral ou NIC provoca o
aparecimento de pequenas falhas na MB; e em carcinomas microinvasivos
2 invasivos a MB estd ausente ou severamente fragmentada. Nas
neoplasias mais severas, observou-se forte infiltrado inflamatorio no estroma
e maior fregiiéncia de fathas da MB.

Em outro trabatho foi feito também um estudo imuno-histoguimico da
distribuicio de laminina, colageno IV e fibronectina em colo uterino normal
(16 casos), displasia cervical (14 casos) e carcinoma invasivo {45 casos)
(FAVRET e cols., 1990). Os autores verificaram coloragdo para laminina e
colageno 1V linear e continua no epitélio normal e displasico (NIC1 e NIC2),
fathas na continuidade da MB e alteragbes na linearidade em carcinoma "“in
situ” (NIC3). Além disto, notaram o desaparecimento de MB em dreas de
microinvasdo. No carcinoma invasive bem diferenciado houve falhas focais
da MB, e no moderadamente diferenciado e pobremente diferenciadoe houve
redugdo progressiva e perda de laminina e colageno IV. A fibronectina nao
mostrou distribuicdo relacionada com o grau de neoplasia. Os resultados
deste estudo sugerem gue 0 modelo de distribuicdo de componentes da MB

varia conforme a& capacidade de invasao do tumor.
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Mais recentemente, PITT, HALL, BUCKLLY (1992) avaliaram o
colageno IV em carcinoma epidermdide e adenocarcinoma do colo uterino
(60 casos). Fsta avaliagio foi semiquantitativa de acordo com as
caracteristicas de coloracdo da seguinte forma:

Tipo 1. MB espessa ou normal sem descontinuidade ou  com
descontinuidade minima.

Tipo 2: MB fina sem descontinuidade ou com descontinuidade moderada.
Tipo 3: MB fragmentada ou ausente.

Em adenocarcinomas a deposicBo reduzida de colagenc IV
estava correlacionada com pior prognostico e padrdo de crescimento
infiltrante. Também a presenga de metdstase em linfonodos estava
correlacionada com a deposigdo reduzida de coldageno IV e pior prognostico.
Em todos os casos com metastase, doenca recorrente ou fatal, o colageno
IV estava diminuido ou ausente; nenhum caso com deposicdo normal de
coldgeno IV apresentava metastase ou doenga recorrente. O carcinoma
ascamoso e o adenocescamoso ndo mostraram correlag&o significante com o
padrao de distribuicdo do colageno IV. PITT e cols, (1992) concluiram que o
cotageno IV poderia ser usado como marcador prognostico, em particuiar
para adenocarcinomas. Estes achados corroboraram estudo pregresso em

adenocarcinoma de coio uterino (TOKI e cols., 1990).
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Quadro 1: Alteracdes de membrana basal em

neoplasias

humanas benignas e malignas

DRGAO TIPO DE NEOPLASIA MORFOLOGIA DA MB
Carcinoma de célula escamosa Fendas focais até perdas exiensas
PELE Epitelioma de céluia basal Intacta, continua
Tumor benigne de anexos Distinta, continua
Em alguns tipos de tumores,
descontinua
Tumor maligno de anexos Descontinuidade ou perda
CABECA Carcinoma de célula escamosa
E Orofaringe Bem desenvolvida, descontinuidade
focal
PESCOLO Amigdaia Idem
Laringe Idem
Fibroadenoma Intacia, continua
MAMA Adenose esclerosante Intacta, continua
Adernocarcinoma fescontinua ou ausente
cOLON Adenoma intacta, continua
Adenocarcinoma Desconhecida ou ausente
PANCREAS Adenoma de células da ilhota intacta, continua
Adenoccarcinoma irregular, descontinua
PROSTATA Hiperplasia intacta, continua
Adenocarcinoma Descontinua ou ausente
) Adenoma pleomdrfico Pobremente desenvolvida, descontinua
GLANDULA Carcinoma adendide cistico intacta, continua
SALIVAR Tumer de Warthin intacta, continua
Tumor mucoepidermaide Descontinua ou ausente
UTERO Adenocarcinoma endometrial Descontinua ou ausenie
Carcinoma de célula escamosa da  Intacta ou fendas focais
cervice
PULMAQ Adenocarcinomasa intacta, continua

Carcinoma de célula escamosa

Irregular, descontinua

Muodificado de BOSMAN ¢ cois. (1985)
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Guadro 2: Definigdo da FIGO para o estadiamento clinico do cancer

cervical

ESTADIOD

ESTADIO !

ESTADIO la

ESTADIO lat

ESTADIO 1a2

ESTADIC Ib

ESTADIO I

ESTADIO Ha
ESTADIO b

ESTADIO il

ESTADIO il
ESTADIO llib

ESTADIO IV

ESTADIO Wa

ESTADIO IVh

Carcinoma “in situ™ carcinoma intra-epitelial

Carcinoma estritamente confinado a cervice (extensdo ao corpo
ndo deve ser aqui incluida)

Carcinomas pré-clinicos da cervice, i.e., apenas diagnosticados
por ricroscopia

invasio estromal microscopica minima

Lesbes detectadas microscopicamente que podem ser medidas.
O limite superior da medida ndo deve mostrar uma profundidade
de invasao de mais do que 5mm tomados da base do epitélio,
quer da superficie, quer glandular, do qual ela se origina, e uma
segunda dimensao, a extensao horizantal, ndo deve exceder
7mm

Lesées maiores devem ser estadiadas como Ib,

{ esdes de dimensdes maiores que o estadio a2, quer visualiza-
das clinicamente ou ndo. A area de envolvimento deve ser
especificamente relatada de forma a determinar se deve afetar
conduta terapéutica futura

Carcinoma estende-se além da cervice, sem extensao para
parede pélvica e tergo inferior da vagina

Sem envolvimento obvic dos parémetros

Com envolvimento dbvio dos pardmetros

Carcinoma estende-se a parede pélvica efou ao tergo inferior da
vagina, Todos os casos com hidronefrose ou rim ndo-funcionante
estdo agui inciuidos

Sem extensdo para a parede pélvica

Com extensao para a parede pélvica

Carcinoma estende-se além da pelve verdadeira ou envolve
bexiga ou reto

Envolvimentio de orgaos adjacenies

Envolvimento de orgdos a distancia

FIGO Cancer Committee; Gynecol. Oncol., 26:383-8 {1986}
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_2. OBJETIVOS _

i
H

Dada a prevaléncia do carcinoma de colo uterino em nosso meio
e a Importdncia pratica da correta avaliagdo do grau de invaséo pelo
anatomopatologista e as consequéncias terapéuticas e de prognédstico,
objelivamos com o presente trabatho:

2.1. Avaliar o comportamento de um dos componentes da
membrana basal, o colageno IV, atraves de método imuno-histogquimico em
carcinoma "in silu”, microinvasivo & francamente invasivo do colo utering;

2.2, Verificar em que medida esta avaliacdo pode ser Gtil a pratica

do patologista diante de um caso de carater invasivo ddbio.,
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3. METODOLOGIA

Atraves da revisdo dos arquivos do Departamentos de Anatomia
Patologica da FCM - UNICAMP, nos anos de 1988 a 1993, foram levantados
casos diagnosticados como carcinoma "in situ”, microinvasivo e epidermoide
francamente invasor do colo uterino.

Todo material examinado havia sido enviado a esse Servigo fixado em
formalina a 10%, tendo side posteriormente submetido aos procedimentos
para inclusao em parafina.

As laminas coradas com hematoxilina e eosina (ME) foram
examinadas, sendo selecionados os melhores blocos para o processamento
das reagbes de imuno-histoquimica {JHQ). Os espécimes examinados
provinham de bidpsias, cones ou histerectomia. Este estudo foi realizado no
Laboratdrio de Patologia Experimental - CAISM - UNICAMP, de acordo com

08 seguintes procedimentos:

3.1. Técnica de Imuno-Histoquimica

A pesquisa de antigenos do colageno IV foi realizada segundo
procedimentos de imuno-histoquimica, técnica da avidina-biotina-
peroxidase, descritos por HSU, RAINE, FANGER (1981).

A reacdo da imunoperoxidase permite a localizagdo de antigenos
cefulares via enzima peroxidase em continuagdo com um anticorpo
especifico. Uma substancia geradora de cor & adicionada para reagir com a
enzima e se precipita no local da reaco. A reacdo é proporcional &
quantidade de antigeno presente. Os demais componentes tissulares serdo
contrastados pela contracoloragdo, geraimente com hematoxilina. Sao

usados frés reagentes: o anticorpo especifico primdric  monoclonal
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anticolageno 1V, contra o antigeno a ser localizado; anticorpo secundario
capaz de ligar-se ao primario, conjugado a biotina; e o complexo de

peroxidase, conjugado a avidina e biotina (Figura 3).

@D peroxidase
@D bviotina
@ avidina

() anticorpo secundario .N.N.

@D anticorpo primério
@D antigeno
£ OP 4» 4

v v

A\
NN

Figura 3. Representagdo esquematica da reagdo imuno-histoquimica pelo
método da avidina-biotina-peroxidase.
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A avidina contém quatro sitios para ligagdo com a bioting, sendo que
um deles vai ser ocupado pela biotina ligada a0 anticorpo secundario e 0s
outros trés sitios serdo acoplados ao complexo biotina-peroxidase da
solugan.

Sumariamente procedeu-se como se segue;

- Cortes histologicos de 5 micrometros {(pm) foram colocados em laminas
previamente lavadas e desengorduradas, tratadas com solugéo aquosa de
cola branca comum (3 base de PVA). As ldminas com os cortes foram
deixadas no minimo por 24 horas em estufa a 60°C, para melnor adesdo dos

masmos.

- Desparafinagio dos cortes com um banho gde xilol a 60°C (15 minutos) e
dois banhos de xilot a temperatura ambiente (10 minutos cada) para retirar o

excesso de parafina.

- A hidratacao fol feita em gradiente decrescente de alcoois (trés banhos de
alcool absoluto, dois minutos cada, uma vez em alcool 80%, por dois
minutos; uma vez em alcool 50%, por dois minutos - todos a temperatura

ambiernte).

- Seguiu-se lavagem em agua corrente por dois minutos e passagem em

agua destilada.

- Digestao enzimatica: o antigeno pode ficar mascarado durante a fixagdo
com formalina ou outro fixador quando ocorre formagéo de ligaches
quimicas aldeidicas. Estas s&o quebradas pela pepsina o©u outra enzima
proteolitica e, assim, o antigeno fica acessivel ao anticorpo. Para digest&o

enzimatica foi utilizada pepsina (Pepsin-Sigma céd. P 7012) 0,4g em 100ml
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HCI 0.01N. Incubacio das 1aminas por duas horas a 37°C, seguindo-se

lavagem em agua corrente e passagem por agua destilada.

- Inibicdo da peroxidase endbgena: banho de solugdo a 3% de perdxido de
hidrogénio (HoO,, 30%) em metanol, 15 minutos, a temperatura ambiente,
seguindc-se lavagem em agua corrente e passagem por agua destilada.
incubacdo em tampaoc PBS (Phosphate Buffer Saline, Na,HPO4 0,01M; NaCl
0,1M, pH 7.6).

- Bloqueio de reagbes inespecificas: visa evitar que o anticorpo primario e
secundaric liguem-se a antigenos inespecificos, eliminando, desta forma, a
reacio de fundo. O soro normal deve ser de um animat diferente daquele no
qual é produzido o anticorpo primario e, de preferéncia, igual ao secundario.
0 soro normal utilizado foi o de cavalo - diluido a 1:10 e incubag&o de 20
minutos em camara Umida & temperatura ambiente. A seguir, retirou-se o

excesso de soro normal, sem lavagem posterior.

- Reacéo antigeno-anticorpo primario; dirigido a um antigeno especifico.
Incubacéo com ¢ anticorpo primario anticoiageno IV (Dakopatts - Denmark,
chd. M 785, monoclonal, produzido em camundongo, diluigao 1:100 em BSA
0.1% [soro albumina bovina]). Incubagdo noturna a 4°C em camara umida.
Na manha seguinte, foi retirado o excesso do anticorpo primario, seguindo-

se trés lavagens em PBS de cinco minutos cada, a temperatura ambiente.

- Reagdo com o anticorpo secundério biotinilado (porgéo Fc): dirigido contra
o anticorpo primario (cadeia pesada). Incubagdo com anticorpo secundario
biotinilado (anti-lgG de camundongo produzido em cavalo, Kit Vector,
Vectastain, mouse, c6d. PK 4002 - diluicdo 1:200 em tampéaoc PBS) durante

30 minutos em cdmara umida, & temperatura ambiente.
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- Retirado o excesso do anticorpo secundério biotinilado, seguiram-se trés

tavagens em PBS, cinco minutos cada, a temperatura ambiente.

- Reagdo ABC - compiexo avidina-biotina-peroxidase: & incubagdo com
complexo ABC (Kit ABC Vector - Vectastain, mouse 1gG - cod PK 4002 -
diluic@o 1:200 em tampé&o PBS), 30 minutos em cémara umida a temperatura

ambiente, seguindo-se lavagem em tampao PBS.

- Coloracéo: reaifizada em DAB (3,3 tetra-hidrocioreto de diaminobenziding,
Sigma n° D 5637), cromégeno de cor marrom impregnado no local onde

oeofte a reagao:

HoOpt peroxidase ~——-- > H,0 +1/2 0y

[Preparo; 40mg de DAB em 100ml de tampdo PBS e 20yl de peroxido de
hidrogénio a 30%). Deixaram-se as laminas na solucdo por cerca de dois a
rés minutos, & temperatura ambiente, ou até visualizacdo de colorag&o
jevemente acastanhada dos cortes,

- Lavagem em agua corrente, sequida de passagem em agua destilada,

- Contracolorac&o: hematoxilina de Mayer, durante um minuto, a temperatura
ambiente. Seguiu-se lavagem em agua corrente, colocando-se algumas
gotas de amoniaco na agua para evidenciar a contracoloragdo {contraste).

Seguiu-se lavagem em agua corrente e passagem em agua destilada.

- Desidratacdo em gradiente crescerte de alcoois: uma vez alcool 50%,
uma vez dlcool 80%, trés vezes alcool absoluto, passagem em trés xildis.

Montagem das laminas com Entelian (Merck n® 7961).
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- A observacdo dos resultados foi feita em microscopio éptico comum, sendo
considerada positiva a linha continua de MB, corada em marrom. Serviu de
controle internc positivo dos cortes a colorag@o da MB dos vasos, sempre
presentes, bem comc a membrana basal de dreas de epitélio normal,
quando existente. A MB foi avaliada em cada grupo CIS, CMi e CEl segundo

o seu grau de continuidade de acordo com PITT e cols. (1992) em:

A- membrana basal normal, continua.
B- membrana basal com areas de adelgagamento.
C- membrana basal com pequenas éreas de descontinuidade.
0- membrana basal com extensas dreas descontinuas ou ausentes.
E- areas de espessamento da MB (podendo coexistir com os itens A a D).

Além disto, a intensidade da reacdo foi graduada em: + (leve) ++
{moderada)

+4+ (Intensa).

Também foi observada a localizacdo das areas de descontinuidade

existentes: se em dreas de invasdo tumoral, de infiltrado inflamatorio ou de
ambos, O infiltrado inflamatdrio também foi graduado em: O (inexistente), +

(leve), ++ ( moderado) e +++ (intenso).

Sendo este um método que preserva detalhes morfologicos, foi felto o
diagnéstico de carcinoma "in situ®, microinvasivo ou francamente invasivo,
para posterior comparagéo com diagnostico de hematoxiiina e eosina, na
avaliacio do valor da metodologia nestes diagnésticos. Tal procedimento foi
realizade independentemente pelos observadores, sem conhecimento do
diagnostico dos preparados de HE. Os casos foram diagnosticados por um
Revisor (co-orientador deste trabalho) e apenas o0s casos com discordancia
diagnostica foram submetidos & especialista emn Ginecopatologia do

Departamento de Anatomia Patologica/UNICAMP (Revisor 2).
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4. RESULTADOS

i

No periodo estudado (1988 a 1883), os casos para analise levantados
no Departamento de Anatomia Patoldgica da Faculdade de Ciéncias
Médicas da UNICAMP foram: 40 casos de CIS, 35 casos de CMI e 30 casos
de CEI, todos eles analisados histologicamente em coloragdo hematoxilina-
e0sina.

Desses casos, foram estudados com IHQ somente aqueles com biocos

de parafina disponiveis: 33 casos de CIS, 28 de CMi e 26 de CEL

i Dos 33 casos de CIS, 20 forneceram dados avalidveis de imunc-
histoquimica {Tabela 1).

Na revisfio do diagndstico histoldgico em HE destes 20 casos,
quatro apresentaram discordancia de diagndstico pelo Revisor 1. um para

CEl e trés para CM! (32 coluna da Tabela 1).

it. Dos 28 casos de CMI, apenas 15 forneceram resultados avaliaveis para
IHQ {Tabela 2).

A revis@o da HE destes 15 casos _peio Revisor 1 nao apresentou
discordancia em relagdo ao primeiro diagndstico, isto é, diagnostico inicial

do arquivo (32 coluna da Tabela 2).

Hl. Dos 26 casos de CEl, 24 forneceram resultados avaliaveis para
IHG (Tabela 3).

A revisdo do HE destes 24 casos pelc Revisor 1 também n&o
apresentou discordancia em nenhum caso quando comparados ac primeiro

diagnoéstico (32 coluna da Tabela 3).
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O restante dos casos, 13 de CIS, 13 de CMI e 2 de CEl né&o
forneceram resultados positivos & IHQ, sendo o controle intermno (vasos)
negativo, mesmo apbs vérias repeticbes da técnica. Estes casos somam 28,

correspondendo a 32% do material iniciaimente submetido a IHQ.

TABELA 1. C!S como diagndstico de arquivo (20 casos): Dados sobre a
revisdo da HE e avaliagio apos IHQ

) DIAG. DIAG. AREA DO INFILTR. REVISOR
NBIOPSIA  HISTOL. HE  CARCINOMAMB  INFLAMATORIO 1
INICIAL. ~ REV. 1 IHQ
30102 Cis CIS +HA ++A CIS
30816 Cis CMi ++/B ++/B CMP
31049 CisS Cis +C +C Cis
31435 CIs CMI* +++/B, E +B CMmi*
32742 CIS CIS +++/B, E ++/C omi*
33126 CIS Cis +++/B ++/B CIS
33394 CIS CIS ++/B +B Cis
33652 Cis CiS +++/B +B CMI
33682 Cis Cis +++/C, & +C CIS
33796 CiS CIS +HA +A Cis
33902 CiS CiS +B +B Cis
33934 CIS CIs ++/B +B CIis
34011 CIS cEr +D +4++{C CMmi*
34145 Cis Cis +HA A CIS
34452 Ci8 Cis ++/B ++/B CIS
34668 CiS CIs +A 0 Cis
35339 CIs Ci8 ++A 0 CIs
37405 CIS cMmi +B ++/B Cis
37458 Cis CIS +++/B ++/B CIS

37568 CIS CiS +4+fA ++/A Cis
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TABELA 2. CMI como diagnastico de arquivo (15 casos). Dados sobre a
revis@o da HE e avaliagdo apds [HQ

] DIAG, DIAG. AREA DO iINFILTR. REVISCR
N BIOPSIA HISTOL. HE CARCINOMA MB  INFLAMATORIO 1
INICIAL. REV. 1 IHGQ
17123 CM} CMi gt A A Cis
21056 Cii cmi ++{C ++/C CMI
22123 CMi CcMl +++/B ++/B ChMi
22846 CMi cmi +++/B ++/B cig”
24584 CMi Cwi +++/B +++/B Cis*
25215 CMI cl +++/8 E ++/B CMi
25784 CMi CMl ++HA +iA CIs*
26362 Cwmi CMi +++/C, E +C CMi
28818 CMi Ccwi ++/C +4+{C ChMi
28969 CMi cMi ++{C +++/C CMi
30056 CMi CMI +++/C ++/C CMi
30638 CMi CMi +++/B, E +++/B cIs*
31643 CMI CMI +++B, £ ++/B Cls*
32740 CMi CMi ++/C +A CMi

35863 CMI CMI +++/[) ++{D CMi
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TABELA 3. CEf como diagnéstico de arquivo (24 casos). Dados sobre a
revisdo da HE e avaliacdo apés HHQ

) DIAG. DIAG. AREA DO INFILTR. REVISOR
N BIOPESIA HISTOL. HE CARCINOMA INFLAMATORIO 4
INICIAL  REV.1 MB HQ
17728 CFEl CEl A+ +D CM*
17982 CEl CEl ++/D +/D CE!
18356 CEl CEl +i0 ++{J CEl
18919 CEl CEl ++/0 +/D CMI
20533 CEl CEl ++/) +++/D CEl
22885 CEl CEl 4 fC ++iC CEl
23225 CEl CEl ++4/D +++/D CEl
23685 CEl CEl +++/D -+ CEl
24884 CEl CEl ++4/0 ++[) Ckl
28126 CEl CEl +/D ++/D CEl
26646 CEl CEl +4++/D ++/D CEl
26800 CEl CEl ++4/E) +++/D CEl
19026 CEl CEl -+ +/C CEl
27381 CEl CEl +++/D d++/D) CEl
27674 CEI CEl +++/D +++/D CEl
27941 CEl Cti +++{A +iA CIS*
28124 CEl CEl +++/D ++D CEl
20899 CEl CEl ++{[} ++/D CEi
30321 CEl CEl +4++/C, E ++{C CEl
31505 CEl CEl ++/D ++/D CEl
31847 CEl CEl ++} ++1D CMI*
34805 CEl CEl ++/D +{D CEl
35740 CEl CEl -+ ++/D CEl
327627 CE| CEl 4+ +4+{0 CEl

Depois de selecionados os casos corados em HE, foi entdo realizada a

IHG com os seguintes resultados:

I Apos IHQ para colagenc IV do grupo de CI5, cinco casos
apresentaram discordancia pelo Revisor 1, mudando o diagndstico para CMI
ftodos os cinco) (62 coluna da Tabela 1). Em trés casos ja havia esta

discordancia ao analisar em HE.
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a) Houve reacdo fraca da MB em seis casos, moderada em sete e intensa

am sete (42 coluna da Tabela 1).

b} Em relac&o a continuidade da membrana (42 coluna da Tabela 1j:

A = MB continua = B Casos
B = MB com areas de adelgagcamento = 11 casos
C = MB com areas pequenas de descontinuidade = 2 casos
D = MB com dreas extensas de descontinuidade = 1 caso

£ = MB com areas de espessamento = 3 casos

¢} Em relacdo ao infiltrado inflamatdrio, ele foi (52 coluna da Tabela 1)

intensidade: MB subjacente ao infiltrado:

0 = ausente - 2 casos - - - “ -
+ = leve - 8 casos 1 5 2 - -
++ = moderado - 9 casos 3 5 1 - -
+++ = intenso - 1 caso - - 1 - -

dj Dos casos em que houve discordéncia do diagnostico de 1HQ do Revisor
1 em relacdo a HE (cinco casos), temos que quatro apresentaram padréo
B de MB, ou seja, dreas de adelgacamento e um apresenta MB com padrao

D, ou seja, auséncia em areas extensas.
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I A analise IHQ para colageno IV do grupo CMI foi discordante do primeiro
diagndstico (HE) em seis casos, todos para CIS (62 coluna da Tabela 2).

Esta discordancia n&o havia aparecido na primeira revisdo em HE.

a} A intensidade da reag8o da MB foi moderada (+4) em cinco casos e

intensa (+++) em dez casos (42 coluna da Tabela 2).

b} O padréo de MB foi (42 coluna da Tabela 2):
A =2 casos

B = 0 casos

{ = 6 casos

D =1 caso

E = 4 casos

¢) Em relagao ao infiltrado inflamatério foi (52 coluna da Tabela 2):

o = Qcaso - - - - -
+ = 3 casos 2 - 1 - -
++ = Y casos 1 4 3 1 -
+4++ = 3 casos - 2 1 - -

d} Dos seis casos em gue houve discordancia entre ¢ primeire diagnéstico
de HE e o diagnostico apds tHQ, em dois casos o padréo de MB foi A € em

guatro casos o padrao foi B.
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. ApSs a IHQ, no grupo de CEl, o diagnostice do Revisor 1 discordou do
diagndstico inicial (HE) em quatro casos, sendo trés deles para CMI e um

para CIS (62 coluna da Tabela 3).

a) A intensidade da reagio da MB foi: leve em trés casos, moderada em oito

casos e intensa em 13 casos {42 coluna da Tabela 3).

b} O padrao de MB foi (42 coluna da Tabela 3):

A= 1caso
B= 0caso
= 3c¢casos

3 =20 casos

F= 1caso

¢} O infiltrado inflamatério foi {62 coluna da Tabela 3):

o = 0caso - - - - -
+ = 7 casos 1 - 1 5 -
++ =12 casos - - 2 10 -
+++ = 5 casos - - - 5 -

d) Dos quatro casos discordantes entre © primeiro diagnodstico e ©

diagnostico de tHQ, trés apresentavam padréo D de MB e um padrao A.

Feita a analise em HE e {HQ pelo Revisor 1, observamos que, dos 59
casos estudados, 15 mostraram discordancia de diagnostico & HE efou IHQ.

Apsnas estes foram entdo avaliados pelo Revisor 2.
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Os resuftados encontram-se na Tabela 4.

TABELA 4. Casos discordantes (15/59) apos revisdo pelo  Revisor 1 e
respectivos diagnésticos pelo Revisor 2

NG BLOCO  DIAGNOSTICO HISTOLGGICO MUNO-HISTOQUIMICA
REV.1 REV. 2 REVA REV. 2

01, 17728 CEl CEl Civil CMi

02. 18919 CEl CEl CMi CEl

03, 27941 CEl CEl Cis CMI+CIS

04. 31847 CEI CEl CMi CMI

05, 30816 CMml Cis CMI CwMi

06, 31435 CMi CIS CMi CIS

7. 32742 Cis IS CMi CMi

8. 33652 CiS Cis CMI CMI+CIS

08, 34011 CEl Cis CMI CMt

10. 17123 CMi CMi CIs~” CMI+CIS*

11. 22846 CMi CMI Cis* CMI+CIS*

12. 25594 CMi CMi Cis* cMI*

13. 25784 CMi CMi Cis* CMi*

14. 30638 CM CMi Cis* cMm

15, 316843 CMI CMI Ccis Cis

a) Dos 15 casos analisados pelo Revisor 2, em oito casos a IHQ foi
importante para o diagngstico no sentido de altera-lo ou de complementa-lo,
sendo levado em consideracao na decisao final (Tabela 4: 1, 3, 4,5, 7, 8, 9
15). Em cinco casos a HQ fol considerada incorreta por ndo apresentar
mais © processo quando analisada, pois 0 bloco havia sido muito
desbastado (Tabela 4: 10, 11,12, 13, 14). Estes cinco casos foram entdo
diagnosticados como Ci$ a IHQ pelo

Revisor 1, quando na verdade tratava-se de CMI. O Revisor 2 manteve 0
diagnostico de CMI (assinalados com * na Tabela 4) apds revisdo da IHQ,
pois este fez uma avaliacdo conjunta com o HE para chegar a um
diagnostico final. Em dois casos (Tabela 4. 2 e 6) a IHQ apenas confirmou

para o Revisor 2 0s seus diagnosticos de HE, sendo ambos discordantes
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dos diagnosticos do Revisor 1. Os dados sobre a reatividade da IHQ e
sabre o8 padrfes da MB estdo resumidos na

Tahela 5.

TABELA 5. Resumo dos dados sobre a intensidade da reagdo e
padrdo de MB nos carcinomas

REATIVIDADE MB PADRAQ MB
+ ++ 4+ A B C D =

Cis= 20 6
CMi= 15 0 5 10 2 B 6 1 4
CEl = 24 3

9

TOTAL 20 30 9 17 11 22 8

Analise Estatistica

Os dados a respeito da intensidade da reacg&o IHQ e do infiltrado
inflamatério foram analisados pela comparagdo das médias entre 0 grupos
por meio da andlise de variancia segundo © modelo inteiramente
sasualizado e teste t para amostras independentes.

As assoclaces entre os diagnosticos a HE e diagnostico apds estudo
IHQ, intensidade do infiltrado inflamatdrio e continuidade da membrana
basal nos grupos de carcinomas estudados foram verificadas pelo teste Qui-
Quadrado.

A Tabela 6 mostra médias e desvios-padrdes da intensidade da reagao

IHQ nos grupos de carcinomas estudados.
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TABELA 6. Intensidade da reacdo {HQ na area do
carcinoma e adjacéncias

GRUPO MEDIA _ DESVIO-PADRAO N

CIS 1,83 0,75 20

cMi 2,60 0,54 15

CEl 2,38 0,78 24

A Tabela 7 apresenta andlise de variéncia aplicada aos dados da

Tabela 6. Segundo esta andlise, verifica-se que existem diferencas

significantes entre as medias. O teste t para amostras independentes indica

néo haver diferencas significativas entre CMI e CEl (T=09 GL=37

0,30 < p < 0,40). Deste modo, pode-se concluir que a intensidade da reacao

IHO (leve, moderada, intensa) foi significativamente maior nos grupos CMi e

CE1 do que no CIS.

TABELA 7. Andlise de varidncia aplicada aos
dados da Tabela 6
FONTE DE VARIACAC  SQ GL QM F P
ENTRE 5,82 2 2981 565 p<005
DENTRO 28,86 56 0,52
TOTAL 34,69 58

CMIXCEl T=086  GL=37 0,30 <p <0,40 (NS)
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A Tabela 8 mostra a média e os desvios-padrées relativos a presenca
de infiltrado inflamatério e sua intensidade nos grupos de carcinomas

estudados.

TABELA 8. Intensidade do infiltrado inflamatorio

GRUPO MEDIA DESVIO-PADRAO Ne
CIS 1,45 0,76 20
CMI 2.00 0,65 15
CEl 1,82 0,72 24

A Tabela 9 mostra analise de varidncia aplicada aos dados da Tabela
8 verificando-se diferenga significativa entre as médias P < 0,05. O teste t
para amostras independentes indica ndo haver diferenca significativa entre

CMie CEl (1=035 GL=37 070<p<080)

TABELA 9. Analise de varidncia aplicada aos
dados da Tabela 8

FONTE DE VARIAGAC  SQ GL QM F N
ENTRE 3,35 2 1,68 3,26 p<0,05
DENTRO 28,78 56 0,51

TOTAL 32,14 58

CMIXCEl T=035 GL=37  070<p<{,80 (N8)

O que podemos concluir das Tabelas 8 e 9 & semelhante aos
rosultados obtidos nas Tabelas 6 e 7, ou seja, a intensidade do infiltrado
inflamatério também foi maior nos dois ultimos grupos (CM! e CEl) do que no

Cis.
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Tabela 10. Analise da continuidade da MB na area do tumor &
intensidade do infiltrado inflamatério

Continuidade da MB
infiltrado inflamatério A+B C+D  Total
Of+ 13 10 23
++ 11 16 27
+++ 2 7 g
TOTAL 26 33 59

©=331 0,10<p<0,20

A continuidade da MB foi independente da presenga do infiltrado
inflamatério, segundo os dados da Tabela 10.

A seguir, foram analisados apenas CIS e CMI em relagéo aos padroes
de continuidade da MB, porque 96% dos casos de CEl mostraram padroes
de MB do tipo C e D, ou seja, ocorreu inquestionavel comprometimento da

mesma.

Tabela 11. Padrio de continuidade da MB em CIS e CMI

Continuidade da MB
Diagnéstico A+B C+D Total
Cis 17 3 20
CMl 8 7 15
TOTAL 25 10 35

2 (corrigido) = 2,80 005<p<010  GL=1
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O valor do Qui-Quadrado corrigido entre CIS e CMI fol igual a 2.80.
Embora este valor indique que as diferencas nao sé@o estatisticamente
significantes, permite verificar uma tendéncia a desorganizacdo da MB
quando o tumor passa de CIS a CMI, uma vez que este valor esta proximo
aos limites da significancia. De fato, pode-se inferir que a ndo detecgao da
diferenga entre estes dois grupos é muito provavelmente, devido ao
pequeno tamanho amostral neste trabalho.

As Figuras 4 a 12 ilustram os padres de MB a [HQ.



Figura 4. Area de epitélio plano estratificado normal mostrando MB em linha
continua e nitida. Em areas logo abaixo dela notam-se pequenos
vasos sanguineos [Avidina-Biotina-Peroxidase (ABP)
contracorada com hematoxilina 330 x].
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Figura 5. Area de epitélio cilindrico simples endocervical mostrando MB
integra (ABP contracorada com hematoxilina 330x).



Figura 6. Carcinoma '"in situ" com extensdo glandular focal (setas)
mostrando MB linear continua em toda a sua extensdo (ABP
contracorada com hematoxilina 132x).



Figura 7. Carcinoma "in situ" com MB linear e continua. Notar algumas células
inflamatorias permeando a MB e o epitélio. Observam-se, também,
pequenos vasos, cuja MB confunde-se em areas com a do epitélio
(ABP contracorada com hematoxilina 330x).
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Figura 8. Carcinoma "in situ" com infiltrado inflamatério moderado na regiao
da MB e permeando o epitélio. Notar que a MB esta adelgagcada em
areas e interrompida em outras (ABP contracorada com
hematoxilina 330x).
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Figura 9. Carcinoma microinvasivo mostrando areas de adelgagamento da MB
(seta) (ABP contracorada com hematoxilina 330x).
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Figura 10. Carcinoma microinvasivo mostrando areas de ruptura da membrana
(setas) (ABP contracorada com hematoxilina 264x).
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Figura 11. Carcinoma epidermdide francamente invasor. Notar MB preservada
nas areas de CIS em glandulas, bem como na parede dos vasos. A MB
esta totalmente ausente nas areas de invasao (ABP contracorada com
hemataoxilina 264x).
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Figura 12. Carcinoma epiderméide francamente invasor com perda total de
MB, a qual esta presente apenas nas paredes dos vasos. Notar
que a perda da MB é verificada também em areas onde o infiltrado
inflamatorio ndo € importante (ABP contracorada com hematoxilina
264x).
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5. DISCUSSAO

O presente trabalho tem como objetivo estudar o comportamento da
MB em CIS, CMI, CE! do colo uterino e verificar em que medida alteractes
da mesma podem auxiliar o patologista na rotina diagndstica, uma vez que 0
diagnéstico diferencial preciso € de relevancia clinica, terapéutica e
prognastica.

Para tanto, optamos pela pesquisa de colageno IV, pois este esta bem
estabelecido como componente exclusivo da MB. A reagio do PAS também
pode ser utilizada para o mesmo fim, porem ndc € uma coloragde téao
especifica como a imunorreaglo para colageno IV e laminina,

J& no passado, OZZELLO (1959) utilizou a reagdo do PAS para
analisar 0s contornos da MB de lesdes de mama, sugerinde uma destruicao
da mesma nas areas de invasdo pelo carcinoma ductal. Porém, ja era
reconhecida a dificuldade em se avaliar préaisamente disturbios na
integridade da MB por esta técnica.

0O PAS cora glicoproteinas inespecificamente, tanto as presentes na
MB guanto em outros sifios. FreqUentemente, o tecido conectivo intersticial
denso cora-se intensamente pelo PAS e, como resuitado, ninhos de células
tumorais podem aparecer rodeados por substancia PAS positiva, que nao
corresponde a MB. As areas da MB positivas ao PAS nao correspondem
exatamente as identificadas & microscopia eletronica e imuno-histoquimica
(AHMED, 1974, GOULD & BATTIFORA, 1376). A microscopia eletrénica,
observam-se extratos distintos: uma i&mina basal eletrolicida que faz face a
membrana celular e uma zona eletrodensa, ancorada por fibrilas, as quais
se misturam com o tecido conectivo intersticial adjacente. Enquanto a reagao
do PAS identifica glicoproteinas em todas estas regides, a imunocoioracgéo

para colagenc IV e laminina identificam regides distintas da MB (YAOITA,
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FOIDART, KATS, 1978). Por imunoeletromicroscopia, foi estabelecido que ©
coldgeno IV localiza-se na lamina rara e lamina densa (ROLL e cols., 1980),
enquanto que a laminina, embora acompanhando a mesma distribuigao,
concentra-se em maior quantidade na lamina rara (MADRI e cols,, 1980,
FOIDART e cols., 1980). Utilizamos neste estudo uma coloragéo que permite
melhor visualizar a invasao tumoral, 0 que pode nédo ser confiavel com
corantes menos especificos como PAS (BARSKY e cols., 1883b).

A reacdo de imuno-histoquimica apresenta também a grande
vantagem de poder ser utilizada em tecidos arquivados em blocos de
parafina, em estudos retrospectivos, como & o Caso do presente trabalho.
Alguns cuidados técnicos séo, no entanto, necessarios ao se lidar com a
pesquisa de alguns antigenos em tecidos previamente fixados e incluidos
em parafina, particularmente do coladgeno V. A fim de se exporem os
antigenos do coldgeno IV, por vezes "mascarados’ nos processos de fixagio
e histolagico, permitindo a reagéo antigeno-anticorpo e sua visualizagdo, &
necessaria uma cuidadosa etapa prévia de digestdo enzimatica.

Esse procedimento desfaz ligagbes protéicas aldeidicas formadas no
processo de fixagdo, “"desmascarando” 0S antigenos. BARSKY e cols.
{1984), comparando o efeilo da pepsina com outras proteases,
especialmente a tripsina, enzima comumente ytilizada para digestao em
IHQ, observaram que a pepsina tem um papel seletivo em melhorar &
reatividade da MB. O mecanismo pelo gqual isto ocorre ainda €
desconhecido. Todas as proteases testadas, isto &, tripsina, pepsina e
colagenase bacteriana, mostraram atividade colagenolitica da MB, sendo
que cada uma age sobre o coldgeno IV em um diferente sitio, De todas as
proteases referidas, a pepsina foi a mais efetiva em solubilizar o colageno IV
da MB, A tripsina, freqUentemente utilizada para melhorar 2 reatividade
imuno-histoquimica, ndo pareceu muito efetiva em solubilizar o colageno IV

(BARSKY & cols., 1984). J& a colagenase IV e a colagenase bacteriana
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foram efetivas em solubilizar o colageno IV em atividade extremamente alta,
podendo, inclusive, destruir os sitios antigénicos reconhecidos pelos
anticorpos (LIOTTA, 1984). BARSKY e cols. (1984) sugeriram, entao, o usc
de pepsina como enzima proteolitica na reagdo HQ para colageno iV, com
tempo otimo de incubagdo de duas horas a 37°C. Uma vez que &
importante @ padronizagdo de concentragbes de anticorpos e tempos de
digestdo para cada Laboratério e para cada tecido wtilizado, realizamos
testes-pilotos com os casos aqui estudados e chegamos iguaimente aos
melhores resultados de coloracio com pepsina (0,04% em HC! 0,01N) em
duas horas de incubacio a 37°C.

Em 28 dos 87 casos iniciaimente examinados (32%), néo houve
reatividade & 1HQ, mesmo apods repetidas tentativas. Os vasos sanglinecs
Utilizados como controle interno também estavam negativos. Nestes casos €
muitc provavel que problemas de fixagdo tenham sido responsaveis por
dano irreparavel aos antigenos. Por esta razao, foi sugeridc que s
melhores fixadores para pesquisa de colagenc IV seriam os a base de
alcoot, como Carnoy ou Methacarn (LEE, 1988).

A analise dos resultados por nés obtidos, apdés a coloragéo do
colageno IV, mostram que os CEl apreseniam nitidamente padrédc com
extensas areas de interrupcdo (D) da MB (20 casos em 24), sendo outros
trés com pequenas areas de INterrupgan e apenas um caso com membrana
integra. Estes ultimos quatro casos, onde a MB esteve pouca ou nada
alterada, ndo devem causar espécie, pois, em alguns casos, & reconhecida
a capacidade de alguns carcinomas epiderméides de produzir MB
(GUSTERSON e cols., 1984, CARTER e cols., 1985 GUSTERSON,
CLINTON, GOUGH, 1986). Esta capacidade de carcinomas invasores
apresentarem MB preservada levou alguns autores a negar a utilidade da
pesquisa de colageno tipo IV para avaliar invaséo de carcinoma do colo

uterine em estudo feito com imunofluorescéncia (FRAPPART e cols., 1882).
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Este, porém, néo fol 0 caso do presente estudo. Ja entre os grupos CIS e
CMi ndo houve diferenca estatisticamente significante em relac@o ao padrio
de continuidade da MB, porém houve uma nitida tendéncia para os CMI
apresentarem mais defeitos de MB (46% dos casos CMI mostraram padrées
¢ ou D, contra 15% dos CI8). Esta tendéncia poderia caminhar para uma
significdncia, caso a amostra fosse maior. Estes dados estée de acordo com
o encontrado em varios outros orgdos, como foi sumarizade na Introdugdo
deste Trabalho e no Quadro 1. Estéo também de acordo com os trabalhos
realizados em colo uterino, onde foi demonstrado que as falhas na MB
aparecem tanto mais gquanto maior o grau de invasao do
carcinoma (RICHARDS & FURNESS, 1990, FAVRET e cols., 1990). O
carater lesivo a MB pela neoplasia fica evidente, quer o mecanismo seja por
destruico da membrana por enzimas degradativas (LIOTTA e cols., 1978,
1880, 1981), quer seia pela menor capacidade das células neoplasicas
refazerem a membrana, allerando o© equilibric no  sentido de
expressdo  diminuida (RICHARDS & FURNESS, 1990).

N#o pudemos comprovar a contribuicBo do infiltrado inflamatério a
les&o da membrana, como foi sugerido por STENBACK e cols. (1985);
RICHARDS & FURNESS {1980}, dado que nao houve correlagdo entre a
infensidade do mesmo com os padrfes interrompidos de MB {C e D).
RICHARDS & FURNESS (1990) sugeriram gque a resposta inflamatéria que
acompanha a invasao tumoral pode ter papel na produgac de falhas da MB.
Também em estudo de dispiasia e carcinoma de laringe foram encontradas
pequenas #reas de interrupcdo da membrana asscciadas ao infiltrado
inflamatdrio (VISSER e cols., 1986). Por outro lado, EHRMANN e cols.
(1988) ndo encontraram, & semelhanca do presente estudo, correlagao entre
intensidade do infiltrado inflamatério e lesdo de MB em carcinoma
epidermbide invasor do colo uterino. Estes autores sugeriram uma

progressdo do carcinoma em ciclos: & MB seria destruida; ¢ carcinoma
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crescerta ¢ formaria MB, esta seria destruida e o carcinoma voltaria a
invadir, e assim por diante.

Segundo UITTO, SCHWARTZ, VERS (1980), as células inflamatorias
granulociticas seriam capazes de produzir colagenase tipo IV a semelhanca
de células neoplasicas. Observamos, entretanto, que o infiltrado
inflamatorio por nés encontrade foi predominantemente mononuciear,
principaimente linfocitério. O papel do infiitrado inflamatério no local de
invasao fumoral ainda ndo esta bem estabelecide e nem a relacdo dos
linfécitos com a MB. Estudos "in vitro” mostram que os diferentes
componentes da MB podem propiciar adesido e mobilidade de linfécitos e
células tumorais, modulando sua atividade (L1 & CHEUNG, 1992). Os dados
s&o, contudo, ainda fragmentérios para nos permitir uma melhor
compreensao das inter-relacbes entre célula tumorat - MB - linfacitos.

Alem disso, ainda que o infilirado inflamatério tivesse sido
significativamente menor no grupo de CIS, onde predominaram os padrdes
A e B de continuidade da MB, n&c houve diferenga na intensidade de
infiltrado inflamatdrio entre os grupos CMI e CEl, onde as diferengas na
continuidade da MB foram Obvias {46,6% de padrbes C & D nos CMI, contra
95,8% nos CEl). Pode ser que o infiltrado inflamatorio dificulte a avaliagao
da continuidade da MB em algumas areas, quando muito intenso e
tocalizado na jungdo entre as ceélulas neoplasicas e o estroma, porém néo
deve interferir na avaliagdo global dos cases. Evidéncia disto € que ©
adelgacamento focal da MB (padrdo B de continuidade) corresponde a
aproximadamente iguais proporcdes de casos no CIS e CMI (55% e 40%
respectivamente), mesmo havendo diferengas significativas entre estes dois
grupcs quanto aoc infiltrado inflamatério. Esta seria a situacdo mais
propensa a dificuldade de avaliagdo por corresponder a um achado
intermediario, sulil, entre a MB continua e integra (A) e a membrana com

pequenas areas de descontinuidade (C).
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Em relacdo a aplicac@o da imunocoloracdo da MB na pratica clinica,
foi sugerido que a continuidade da mesma poderia ter valor prognéstico. isto
foi verificado em carcinoma colorretal (FOSTER e cols., 1884, 1986;
OFFERHALS e cols., 1991) e apenas em adenocarcinoma do colo utering,
mas ndo em carcinomas epidermoides e adenocescamosos (TOKI e cols,,
1990; PITT e cols., 1992).

Outra aplicagdo prética, & um dos objetivos do presente trabalho, é a
de utilizar informacdes sobre a continuidade da MB para tomar decisdes
quando a histopatologia ndo puder decidir principaimente no diagnodstico de
invas&o inicial (CMI). Néo houve diferengas estatisticas significantes enire
CiS e CMI no que diz respeito & integridade da MB em nosso estudo. Notou-
se, contudo, uma nitida tendéncia a se observar falhas na MB nas pacientes
com CMI.

Em casos individuais, portanto, a IHQ para colagenoc IV pode ser de
ajuda, porém sempre em avaliagdo conjunta com a coloragao rotineira de
HE. isto fica evidenciado na Tabsla 4, na analise da revisdo dos 15 casos
onde o Revisor 1 havia discordado quer do diagnoéstico inicial de HE, quer
apos ter visto a IHQ: destes 15, em oito casos o Revisor 2 foi decisivamente
ajudado pelos dados da IHQ. Em cinco, todavia, o valor da IHQ n&o pode
ser avaliado, pois o processo patolégico & ndo se encontrava no preparado
por desbaste do bloco de parafina. Esta dificuldade deve ser prevista, pois,
emn processos de microinvasdo, a area duvidosa pode ser pequena e
desaparecer ao ser realizado corte histologico para IHQ. Uma possivel
solucéo para o problema seria a realizagdo da reagdo na propria lamina de
divida, apOs retirada da laminula. Porém, a intensidade da digestao
enzimatica, necessaria a imunocolorag@o para colageno IV, dificilimente

preservaria os cortes de histopatologia rotineira sobre as laminas.
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6. CONCLUSOES

&.1. Nos carcinomas epiderméides francamente invasores (CEl) houve nitida
descontinuidade em grandes areas da MB. Nao encontramos diferencas
estatisticamente significantes em relacdo a continuidade da MB entre os
carcinomas “in situ" (CIS) e os microinvasivos {(CMI), embora houvesse

tendéncia para defeitos na MB nestes uitimos.

6.2. Nossos dados ndc apdiam a sugestdo de que o infiltrado inflamatdrio
tem qualguer pape! no desenvolvimento de interrupgOes da MB, uma vez

que néo houve correlaglo entre estas duas variaveis estudadas.

6.3. A imunccoloracéo para colageno IV especifica para MB é aplicavel em
material rotineiro de histopatologia. A aplicagéo da IHQ na avaliagdo inicial
de microinvasdc é (til, mas deve ser feita em conjunto com uma criteriosa
avaliacio da coloragio rotineira pela HE, dado que, se houve uma nitida
tendéncia da presenca de defeitos na MB em CMI quando comparados com

CIS, esta ndo foi de significncia estatistica.

§.4. Além disto, deve-se contar com o desbaste da lesdo no bloco de
parafina ao ser realizada a imunocolorac&o em alguns casos, impedindo sua

adequada avaliagio.






7. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS*

61

iy

basement membranes. J. Pathol,, 149:257-78, 1986,

. ADAMSON, E.D.; GAUNT, S.J.; GRAHAM, CF. - The differentiation

of teratocarcinoma stem cells is marked by the types of collagen
which are synthesized. Cell, 17: 469-76 , 1979.

AHMED, A. - The myoepithelium in cystic hyperplastic mastopathy. J.
Pathol., 113:208-15, 1974,

ALBRECHTSEN, R.; NIELSEN, M., WEWER, U.; ENGVALL E;
RUOQSLAHTI E. - Basement membrane changes in breast
cancer detected by immunohistochemical staining for laminin.
Cancer Res., 41:5076-81, 1881,

ALBRECHTSEN, R, WEWER, MU, LIOTTA LA - Basement
membranes in human cancer, Pathol. Ann., 21: 251-76, 1986.

ALITALO, K. KESKI-OJA J; VAHERI A - Extraceliular mafrix
proteins characterize human tumor cell lines., Int. J. Cancer,
27:755-61, 1881,

BARSKY, 8.H.; TOGO, S.; GARBISA, S; LIOTTA, LA - Type IV
collagenase immunoreactivity in invasive breast carcinoma.
Lancet, 5:296-7, 1983a.

BARSKY, H.; SIEGAL, G.P.; JANNOTTA, F; LIOTTA LA - Loss of
basement membrane components by invasive tumors but not by
their benign counterparts. Lab. Invest., 49:140-7, 1983b.

. BARSKY, S.H.; BAKER, A SIEGEL, G.P; TOGO, S.; LIOTTA, LA -

Use of anti bagsement membrane antibodies {0 dlstingursh blood
vessel capilaries from lymphatic capillaries. Am. J. Surg.
Pathol., 7:667-77, 1983¢.

. ABRAHAMSON, D.R. - Recent studies on the structure and pathology of



10.

11.

12

13

14

15

16

17.

18

19,

BARSKY, S.H., RAQ, N.C.:. RESTREPO, C,; LIOTTA, LA -
Immunocytochemical enhancement of basement membrane
antignes by pepsin: Applications in diagnostic pathology. Am.
J. Clin. Pathol., 82:181-4, 1884,

BIREMBAUT, P.; CARON, Y., ADNET, J.J.; FOIDART, JM. -
Usefuiness of basement membrane markers in  tumoural
pathology. J. Pathol., 145:283-96, 1985.

. BIREMBAUT, P.; CARDN, Y.; VAN CAUWENBERGE, D.; FOIDART,
J.M. - Distribution of laminin, a basement membrane glicoprotein
in epithelial proliferations. Collagen Rel. Res., 3:25-31, 1983,

. BISSEL, M.J.; HALL, H.G.; PARRY, G. - How does the extracellular
matrix direct gene expression? J. Theor. Biol., 99:31-8, 1982.

. BORNSTEIN, P. & SAGE, H. - Structuraily distinct coliagen types.
Ann. Rev, Biochem., 49:857-69, 1980.

. BOSELLI, JM; MACARAK, E.J.; CLARK, C.C.; BROWNELL, AG,;
MARTINEZ-HERNANDEZ, A. - Fibronectin: its relationship to
basement membrane |. Light microscopic studies. Collagen
Rel. Res., 1:391.9, 1981.

. BOSMAN, F.T.; HAVENITH, M.: CLEUTJENS, J P.M. - Basement
membranes in cancer. Ultrastructural Pathol,, 8:2891-304,
1985.

BRODERS, AC. - Carcinoma in situ contrasted with benign
penetrating epithelium.  J. Am. Med. Assoc., 99:1670-4,
1932.

. BURGESON, R.E.; ADLI, F. AE; KAITILA, LE; HOLLISTER, DW. -
Fetal membrane collagens: identification of two new collagen
alpha chain. Proc. Nati. Acad. Sci. USA, 73:2579-83, 1976.

BURNS, J.; DIXON, A.lL; WOODS, J.C. - Immunoperoxidase
jocalisation of fibronectin in glomeruli of formalin fixed paraffin
processed renal tissue. Histochemistry, 67:73-8, 1980.

62



240. BURTIN, P., CHAVANEL, G.; FOIDART, JM.; MARTIN, E. -
Antigens of the basement membrane and the peritumoral
stroma in human colonic  adenocarcinomas: An
immunofiuorescence study. Int. J. Cancer, 30:13-20, 1982.

21. CAM, Y.; BELLON, G.; POULIN, G. - Distribution of type 1V Coliagen
in the benign and malignant epithelial proliferations. An indirect
immunofiuorescence study on the breast, the lungs and the
skin. Invas, Metas., 4:61-72, 1884,

22. CARTER, R.L.; BURMAN, JF,; BARR, L. GUSTERSON, BA -
immunohistochemical localization of basement membrane type
IV collagen in invasive and metastatic squamous carcinomas of
head and neck. J. Pathol., 147:159-64, 1885.

23. CARVALHO, F.M. - Cancer de colo uterine - Anatomia Patoidgica e
Evolugao. In; HALBE, HW. - Tratado de Ginecologia. S0
Paulo, Editora Roca Ltda., 1987, p. 15056-18.

24, CAUFIELD, J.P. & FARQUHAR, M.G. - Loss of anionic sites from the
glomerular basement membrane in aminonuciecside nephrosis.
Lab. Invest,, 39:505-12, 1978.

25. CHUNG, E.; RHODES, RK. MILLER, E. - isolation of three
collagenous componenis of probable basement membrane
origin from several tissues. Biochem. Biophys. Res.
Commun., 71:1167-70, 1976.

26. DE MORAGAS, JM.; WINKELMANN, RK; JORDON, RE. -
immunoflucrescence of epithelial skin tumors . Basement
membrane. Cancer, 25:1404-7, 1970.

27. EHRMANN, R.L; DWYER, LM.; YAVNER, D.; HANCOCK, W.W. -
An immunoperoxidase study of laminin and type IV collagen
distribution in carcinoma of the cervix and vulva. Obstet.
Gynecol., 72:257-82; 1988.

63



28

29

. FAGAN, 1B, SOBEL, M.E.; YAMADA, KM., DE CROMBRUGGHE,
B.; PASTAN, | -~ Effects of fransformation of fibronectin gene
expression using cloned fibronectin ¢cDNA. J. Biol. Chem.,
256:520-5, 1981.

. FAVRET, M.; PAROLINI, S; ROSA, D.; RAMPINELL!, F.; BIANCHI,
VA, GRIGOLATO, P.G.; MOLINARITORSATTI, MPM. -
Localizzazione immunoistochimica di laminina, collagene IV e
fibronectina nelle displasie e neoplasie della cervice uterina,
Pathologica, 82:479-86, 1990

30. FIGO Cancer Committee: Staging announcement. Gynecol. Oncol,,

3t

32

33.

34

35

25:383-5, 1986.

FOELMER, H.G.; MADRI, JA,; FURTHMAYR, H. - Methods In
laboratory investigation. Monocional antibodies o type IV
collagen: Probes for study of structure and function of
basement membranes. Lab. Invest., 48:638-48, 1983.

FOIDART, JM.; BERE, EW. YAAR; M., RENNARD, S.i;
GIULLINO, M., MARTIN, G.R.; KATS, 8.1 - Distribution and
immunoelectron  microscopic  localization of laminin, a
noncollagencus basement membrane glycoprotein. Lab.lnvest,,
42:336-42; 1980

FOSTER, S.J.: TALBOT, C.; CRITCHLEY, D.R. -~ Laminin and
fibronectin in rectal adenocarcinoma: Relationship to tumour
grade, stage and metastasis. Br. J. Cancer, 50:51-61, 1984,

. FOSTER S.J.; TALBOT, LC.; CLAYTON, D.G.; CRITCHELY, B.R. -
Tumour basement membrane laminin in adenocarcinoma of the
recturm: an immunchistochemical study of biological and clinical
significance. Int. J. Cancer, 37:813-7, 1986.

. FRAPPART, L. BERGER, G.; GRIMAUD, JA.; CHEVALIER, M
BREMOND, A, ROCHET, Y., FEROLDI J. - Basement
membrane of the uterine cervixx Immunofiuorescence
characterisics of the collagen epithelium and invasive
carcinoma. Gynecol. Oncol,, 13:58-66, 1982

64



36.

37.

38.

38.

40,

41.

42,

43.

FURNESS, P.N. & LAM, EW.H. - Patterns of basement membrane
deposition in benign, premalignant and malignant
endometrium. J. Clin. Pathol., 40:1320-3, 1987.

GAY, S.; MARTINEZ-HERNANDEZ, A RHODES, R.K; MILLER,
F.J. - The collagenous exocytoskeleto of smooth muscle cells.
Collagen Rel. Res,, 1:377-85, 1981,

GOULD, V.E & BATTIFORA, H. - Origin and significance of the
basal famina and some interstitial fibrilar components in
epithelial neoplasms. Pathol. Annul., 11:353-86, 1976,

GRIFFITHS, M.R.; SHEPHERD, M,; FERRIER, R.; SCHUPPAN, D.;
JAMES, OFW., BURT, AD. - Light microscopic and
ultrastructural distribution of type Vi1 collagen in human liver:
alterations in chronic biliary disease. Histopathology, 21:335-
44, 1982,

(GUSTERSON, B.A,; CLINTON, §.8.; GOUGH, G. - Studies of early
invasive and intraepithelial squamous cell carcinomas using
and antibody to type |V collagen. Histopathology, 10:161-9,
1986,

GUSTERSON, B.A;; WARBURTON, M.J.; MITCHELL, D.: KRAFT,
N.; HANCOCK, W.W. - Invading sguamous cell carcinoma can
retain a basal laminin. An immunohistochemical study using a
monoecional antibody {o type IV collagen. L.ab. invest.,
51:82-5, 1984,

HAGLUND, C.; ROBERTS, P.J.; NORDLING, S.; EKBLOM, P. -
Expression of laminin in pancreatic neoplasms and in chronic
pancreatitis. Am. J. Surg. Pathol,, 8:669-76, 1984,

HAVENITH, M.G.; CLEUTJENS, JPM. BEEK E.C; VANDER
LIDEN, E. DE GOEY, AFPM., BOSMAN, F.T. - Human
specific anti-type IV  collagen monoclonal  antibodies,
characterization and  immunohistochemical  application.
Histochemistry, 87:123-8 1987.

65



45.

46,

47.

43.

48,

50.

. HAYMAN, E.G.; OLDBERG, A; MARTIN, G.R; RUOSLAHTI, E. -

Codistribution of heparan sulfate proteoglycan, laminin and
fibronectin in the extracellular matrix of normat rat kidney cells
and their coordinate absence in fransformed cells. J. Celi
Biol,, 94:28-35, 1982.

HYNES R.O. - Cell surface protein and malignant transformation.
Biochem. Biophysis. Acta, 458:73-107 1976,

HSU, S .M.; RAINE, L.; FANGER, H. - A comparative study of the
peroxidase-antiperoxidase method and avidin-biotin compiex
method  for  studying  polypeptide  hormones  with
radicimmunoassay antibodies. Am. J. Clin, Pathol,, 75:734-8,
18981,

INOUE, S. - Ultrastructure of basement membrane. Int. Rev. Cytol.,
117:57-99, 1989

KANWAR, Y.§8. & FARQUHAR, M.G. - Presence of heparan sulfate
in the glomerular basement membrane. Proc. Natl. Acad. Sci.
U.S.A., 76: 1303-7, 1979

KEFALIDES, N.A, - Chemistry of basement membranes structure
and biosynthesis. Adv. Microc., 9:285-322, 1980

KEFALIDES, N.A; ALPER, R.; CLARK, C.C. - Biochemistry and

metabolism

51.

of basement membranes. Int. Rev. Cytol., 1:167-228, 1979,

KIVIAT, N.B. & KOUTSKY, L.A - Specific human papillomavirus
types as the causal agents of most cervical intraepitelial
neoplasia; implications for current views and freatment. J. Nat.
Cancer Inst., 85:4-5 1993,

66



52.

53

§4.

§5.

56.

KRAMER, R.H., GONZALEZ, R.; NICOLSON, G.L. - Metastatic
tumor cells adhere preferentially to the extracellular matrix
underlying vascular endothelial cells. int. J. Cancer, 26:639-
45, 1980.

. KRAMER, R.H.; VOGEL, K.G.; NICOLSON, G.L. - Solubilization and
degradation of subendotelial matrix glycoproteins and
proteoglycans by metastatic tumor cells, J. Biol. Chem.,,
257:2678-86, 1982.

KRAMER, R.H.; VOGEL, G.; KATHRYN, G. - Selective degradation
of basement membrane macromolecules by metastatic
melanoma celis. J. Natl. Cancer Inst,, 72:889-07, 1984.

LEE, A.K. - Basement membrane and endothelial antigens: their role
in evaluation of tumor invasion and metastasis. In; DE LELLIS,
R.A. - Advances in Iimmunohistochemistry. Raven Press. New
York, 1988.

LI Y.Y. & CHEUNG, HT. - Basement membrane and its
compeonents on  lymphocyte adhesion, migration and
proliferation. J. immunol., 149:3174-81, 1992.

§7. LINDER, E.; VAHERI, A, ROUSLAHTI, E; WARTIOVAARA, J. -

58

59

60

Distribution of fibroblast surface antigen in the developing chick
embryo. J. Exp. Med., 1424:41-8, 1975

.LIOTTA, LA ABE, 8.D.; ROBEY, P.G,; MARTIN, G.R. - Preferential
digestion of basement membrane collagen by and enzyme
derived from a metastatic murine turnor. Proc. Natl. Acad. Sci.
USA, 76:2268-75, 1979

. LIOTTA, LA TRYGGVASON, K.; GARBISA, S.; HART, L; FOLTZ,
C.M.. SHAFIE, S. - Metastatic potential correlates with
enzymatic degradation of basement membrane collagen.
Nature, 284:67-8, 1980.

, LIOTTA, LA TRYGGVASON, K., GARBISA, §.; GEHRON-ROHEY,
P. ABE, 8. - Parcial purification and characterization of a
neutral protease which cleaves type IV collagen.
Biochemistry, 20:100-4, 1981.

67



61.

62,

83

65

66.

&7.

68

69,

LIOTTA, LA - Tumor invasion and metastases: Role of the
Basement Membrane. Am. J. Pathol., 117: 339-48, 1984,

LIOTTA, LA, Tumor invasion and metastases - Role of the
extraceiluiar matrix. Rhoads memorial award lecture. Cancer
Res., 46:1-7, 1986.

CLIOTTA LA RAO, N.C.; BARSKY, S.H. - Tumour invasion and the
exfracelular matrix. Lab. Invest., 49:636-48, 1983,

. LOPES DE FARIA, J.; MILANI, V.P; ALBINO FILHO, J; MOREIRA
FILHO, D.J.C. - Geographic pathology and Epidemiology of
cancer in Brazil (South America). In: E. GRUNDMANN (ed). -
Cancer Epidemiology. Cancer Campaign, vol.6, Gustav
Fischer Verlag. Stuttgart, New York, 1882, p.71-87.

. MADRI, J A ROLL, F.J; FURTHMAYR, H,; FOIDART, JM. -
Ultrastructural localization of fibronectin and laminin in the
basement membrane of the murine kidney. J. Cell Biol,
886:682-7, 1980.

MARTINEZ-HERNANDEZ, A, MARSH, CA.; CLARK C.C;
MACARAK, E.J.; BROWNELL, AG. - Fibronectin: its
relationship to basement membranes. H Ultrastuctural studies
in rat kidney. Collagen Rel. Res., 1:405-13, 1982a.

MARTINEZ-HERNANDEZ, A, GRAY, S MILLER, E.J. -
Ultrastructural localization of type V collagen in rat kidney. J.
Celil Biol., 82:343.8, 1982b.

. MARTINEZ-HERNANDEZ, M.D. & AMENTA, 5.P. - The basement
membrane in pathology. Lab. Invest., 48:656-77, 1983.

MINOR, R.R. - Collagen metabolism. Am. J. Pathol., 98:227-80,
1980.

68



69

70. OFFERHAUS, G.J A,; GIARDELLO, F.M.; BRULIN, JA.; STIINEN,
T, MOLYVAS, EN. FLEUREN, GJ. - The value of
immunohistochemistry for collagen IV. Expression in coloretal
carcinomas. Cancer, 67:99-105, 1991,

71. OZZELLO, L. - The behavior of basement membranes in intraductai
carcinoma of the breast. Am. J. Pathol., 35:887-98, 1959.

72. PERTSCHUK, L.P.;, JOHN, D, BOYCE, G, FAGOG, MD,
URCUYO, R - An immunofluorescence study of basement
membrane in squamous cell carcinoma of the cervix, vagina
and vulva. Obstet. Gynecol., 49:417-20, 1977,

73. PITT, MA; HALL, R.J,; BUCKLLY, CH. - The distribution of type IV
collagen in  invasive carcinoma of the uterine cervix
Histopayhology, 20:139-43, 1982.

74. RICHARDS, C.J. & FURNESS, P.N. - Basement membrane continuity in
benign, premalignant and malignant epithelial conditions of the
uterine cervix. Histopathology, 16:47-52, 1890

75. ROLL, F.J; MADRL J A ALBERT, J.; FURTHMAYR, H. - Codistribution
of collagen type IV and AB2 in basement membranes
andmesangiumm of the kidney. Immunoferritin study of ultrathin
frozen sections. J. Cell Biol., 85:597-616, 1980.

76. RYAN, G.B. & KARNOVSKY, M.J. - An ultrastrutural study of the
mechanisms of proteinuria in aminonucleoside nephrosis. Kidney
Int., 8:219-32, 1975,

77. SANOC, J.; FUJIWARA, §.; SATO, S, ISHIZAK!, M., SU, L. - AB (lype V)
and basement membrane (lype V) collagen in the bovine lung
parenchyma; eletron microscopic localization by the peroxidase
labeled antibody method. Biomed. Res., 2:20-8, 1981.



70

78. SARIOLA, H.. EKBLOM, P.. RAPOLA, J.; VAHER! A TIMPL, R. -
Extraceliular matrix and epitelial differentiation of Wilms' tumor.
Am. J. Pathol., 118:96-107, 1885.

78. SCHAPERS, RF.N; PAUWELS, RP.E; HAVENITH, ME.; SMEETS,
AW.G.B.; VAN DEN BRANDT, P.A; BOSMAN, F.T. - Prognostic
significance of type IV collagen and laminin Immunoresclivity in
urothelial carcinomas of the bladder. Cancer, 68:2583-8, 1990.

80, SHIELDS, S.E. OGIVIE, D.J; McKINNELL, R.G.; TARIN, D. -
Degradation of basement membrane collagens by metaloproteases
released by human murine and amphibian tumours. J. Pathol,,
143:183-7, 1984.

81. SIEGAL, G.P.; BARSKY, 5.H.; TERRANOVA, VP, LIOTTA LA -
Stages of neoplastic transformation of human breast tissue as
monitored by dissoiution of basement membrane components.
invas. Metastasis, 1: 54-65, 1981

82. SOINI, Y. & AUTIO-HARMAINEN, H. - Synthesis and degradation of
basement membranes in benign and malignant salivary giand
tumours. A study by in situ hybridization. J. Pathol,, 170:291-6,
1983,

83. STANLEY, J.R.: FOIDART, JM.; MURRAY, J.C; MARTIN, G.R; KATS,
8.1. - The epidermal celi which selectively adheres {0 a collagen
sulstrate is the basal cell.  J. Invest. Dermatol., 74:54-8, 1980

84. STENBACK, F.. WASENIUS, V.M, RISTELLL J,; RISTELLL L. -
Basement membrane in progressing intraepithelial  cervical
neoplasia an ultrastructural and immunohistochemical study with
antibodies against human type 1V collagen and laminin. Gynaecol.
Obstet. invest., 20:158-66, 1885

85. STENMAN, S. & VAHERI, A - Distribution of a major connective tissue
protein, fibronectin, in normal human tissues. J. Exp. Med,,
147:1054-64, 1978.



71

86. TERRANOVA, V.P.. ROHRBACH, D.H.; MARTIN, G.R. - Role of laminin
in the attachment of PAM 212 (epithelial) cells to basement
membrane collagen. Cell, 22:719-26, 1980.

87. TERREIRO, L.M. - Cancer de colo uterino - conceito, importancia,
incidéncia e fatores de risco. In: HALBE, HW. - Tratado de
Ginecologia. 880 Paulo, Editora Roca Lida, 1987. p.1495-504.

88. THESLEFF, | & EKBLOM, P. - Distribution of keratin and laminin in
ameloblastoma. Comparison with developing tooth and epidermoid
carcinoma. J. Oral. Pathol., 13:85-93, 1984,

89. TIMPL, R WIEDMANN, H.; VAN DELDEN, V.; FURTHMAYR, H.; KUHN,
K. - A network for the organization of type IV collagen molecules in
basement membrane. Europ. J. Biochem., 120:203-11, 1981

90. TOIDA, M.; TAKEUCH!, J.; HARA, K. SOBUE, M, TSUKIDATE, K;
GOTO, K.; NAKASHIMA, N. - Histochemical studies of intercellular
components of salivary gland tumors with special reference to
glycosaminoglycans, laminin and vascular elements. Virch. Arch.
{Pathol. Anat.}), 403:15-26; 1984,

91. TOKL, N.; KAKU, T.; TSUKAMOTO, N.; MATSUMURA, M.; SAITO, T,
KAMURA, T, MATSUYAMA, T., NAKANO, H. - Distribution of
hasement membrane antigens in the uterine  cervical
adenocarcinomas. an immunohistochemical study. Gynecol.
Oncol., 38:17-21, 1980

82. UITTO, V.T.: SCHWARTZ, D, VERS, A - Degradation of basement
membrane collagen by neutral proteases from human granulocytes.
Eur. J. Biochem., 105:409-17, 1980.

93. VAN CAUWENBERGE, D.; PIERARD, G.E; FOIDART, J.M; LAPIERE,
C.H.M. - Immunchistochemical localization of laminin, type IV and
type V collagen in basal cell carcinoma. Br. J. Dermatol., 108:163-
70, 1983.



72

a4. VISSER, R VAN DER BEEK, JMH.; HAVENITH, M.G.; CLEUTJENS,
JP.M.;, BOSMAN, F.T. - Immunocytochemical detection of
basement membrane antigens in the histopathological evaluation of
laryngeal dysplasia and neoplasia. Histopathology, 10:171-80,
10886,

95. VISSER, R.: ARENDS, JW.; LEIGH, M.1,; BOSMAN, F.T. - Patterns and
composition of basement membranes in colon adenomas and
adenocarcinomas. J. Pathol., 170:285-80, 1993.

96. VOGEL, HP. & MENDELSOHN, G. - Laminin immunostaining in
hyperplastic, dysplastic and neoplastic lesions of the endometrium
and uterine cervix. Obstetric. Gynecol., 69:794-9, 1987,

97. WARTIOVAARA. J.. LEIVO, L; VAHER! A. - Expression of the cell
surface associated glycoprotein, fibronectin, in the early mouse
embryo. Dev. Biol.,, 69:247-57, 1979

98, WEBER., M. - Basement membrane proteins. Kydney Int,, 41:620-8,
1992

99. WELLING, LW.: GRANTHAM, J.J.; QUALLIZZA, P. - Physical properties
of isolated perfused renal tubules and tubular basement
membranas. .J. Clin. Invest., 51: 1063-75, 1972,

4100. WETZELS, RHW.; VAN DER VELDEN, LA; SCHAAFSMA, HE;
MANN. J.J.; LEIGH, L.M.; VOOUIS, G.P.; RAMAEKERS, F.C.S. -
immunchistachemical localization of basement membrane type VI
collagen and laminin in neoplasms of the head and neck
Histopathology, 21: 45964, 1992,

101. WILLEBRAND, D.. BOSMAN, F.T; DE GOEJ, AF.P.M. - Patterns of
hasement membrane deposition in benign and malignant breast
tumours. Histopathology, 10:1231-41, 1986.

102. YAOITA, H.. FOIDART, JM.,; KATS, Si1 - Localization of the
collagenous component in skin basement membrane. J. Invest.
Dermatol., 70:191-3, 1978



73

103. YURCHENCO, P.D. & SCHITTNY, J.C. - Molecular architecture of
basement membranes. FASEB J., 4:1577-80, 1980.

*HERANY, M.L.G. - Normas para Apresentagdo de Dissertagoes e
Teses/Maria Luiza Gugliano Herani - S&oc Paulo, BIREME,
1990.



