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RESUMO

Freitas RR. Analise da expressdo proteica por imunoistoquimica dos receptores
da familia ErbB no carcinoma epiderméide de vulva. Sdo Paulo; 2018. [Tese de

Doutorado-Fundagao Antonio Prudente].

Introducéo: A identificacdo de receptores da familia ERBB no céancer de vulva sio
pouco estudados e pode contribuir para o melhor conhecimento da doenga e possivel
desenvolvimento de novas estratégias de tratamento. Objetivos: 1. Avaliar a
expressdo imunoistoquimica e o papel progndstico dos receptores da familia ERBB
no carcinoma epidermoéide da vulva com metéstase em linfonodos; 2. Correlacionar a
expressdo imunoistoquimica dos receptores da familia ERBB com variaveis clinico-
patoldgicas. Pacientes e métodos: Analise retrospectiva de 110 pacientes com
carcinoma epidermdide da vulva com metéstase inguinal tratadas no A.C.Camargo
Cancer Center, entre janeiro de 1980 e fevereiro de 2010. Foram analisadas
caracteristicas clinicas, patologicas e de seguimento. A avaliacdo da expressdo
imunoistoquimica dos receptores da familia ERBB foi realizada no tumor primario e
nos linfonodos metastaticos. Resultados: Com relagdo as expressdes
imunoistoquimicas dos marcadores estudados nos tumores primarios houve
expressdao de EGFR, HER2, HER3 ¢ HER4 em 28,8% 2,8%, 3% e 76,8% dos casos,
respectivamente. Em relagdo as expressdes imunoistoquimicas de EGFR ¢ HER4 nos
linfonodos inguinais metastaticos, foi positiva em 48,1% e 69,6% dos casos,
respectivamente. Nao houve expressdo imunoistoquimica de HER2 e HER3 nos
linfonodos inguinais metastaticos. Nao foram encontradas relagdes entre as
expressdes imunoistoquimicas de EGFR, HER-2, HER-3 ¢ HER-4 entre os tumores
primarios e as metastases linfonodais. A expressao imunoistoquimica de HER-4 foi
mais frequente em tumores <4cm (95%). Nao houve relagdo estatisticamente
significativa entre as expressdes de EGFR, HER2 e HER3 e as varidveis
anatomopatologicas. Conclusfes: Houve expressdo de EGFR, HER2, HER3 ¢ HER4
nos tumores primarios. A expressao imunoistoquimica de HER4 foi mais frequente
em tumores <4cm . A expressdo imunoistoquimica de receptores da familia ERBB

ndo teve impacto em sobrevida.




SUMMARY

Freitas RR. [Analysis of protein expression by immunohistochemistry of ERBB
family receptors in vulvar epidermoid carcinoma]. Sao Paulo; 2018. [Tese de

Doutorado-Fundagdo Antonio Prudente].

Introduction: The identification of ERBB receptors in vulvar cancer is poorly
studied and may contribute to a better knowledge of the disease and possible
development of new treatment strategies. Objectives: 1. To evaluate the
immunohistochemical expression and the prognostic role of ERBB family receptors
in squamous cell carcinoma of the vulva with lymph node metastasis; 2. Correlate
the immunohistochemical expression of the ERBB family of receptors with clinical-
pathological variables. Patients and methods: Retrospective analysis of 110 patients
with squamous cell carcinoma of the vulva with inguinal metastasis treated at the
A.C.Camargo Cancer Center between January 1980 and February 2010. Clinical,
pathological and follow-up characteristics were analyzed. The evaluation of the
immunohistochemical expression of ERBB family receptors was performed on the
primary tumor and metastatic lymph nodes. Results: Regarding the
immunohistochemical expressions of the markers studied in the primary tumors,
EGFR, HER2, HER3 and HER4 were expressed in 28.8%, 2.8%, 3% and 76.8% of
the cases, respectively. Regarding the immunohistochemical expression of EGFR
and HER4 in the metastatic inguinal lymph nodes, it was positive in 48.1% and
69.6% of the cases, respectively. There was no immunohistochemical expression of
HER2 and HER3 in metastatic inguinal lymph nodes. No relationships were found
between the immunohistochemical expressions of EGFR, HER-2, HER-3 and HER-4
between primary tumors and lymph node metastases. The immunohistochemical
expression of HER-4 was more frequent in tumors <4cm (95%). There was no
statistically significant relationship between EGFR, HER2 and HER3 expression and
anatomopathological variables. Conclusions: There was expression of EGFR,
HER2, HER3 and HER4 in primary tumors. The immunohistochemical expression of
HER4 was more frequent in tumors 4cm. The immunohistochemical expression of

ERBB family receptors had no impact on survival.
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1 INTRODUCAO

1.1 O CANCER DE VULVA

A incidéncia mundial de cancer de vulva ¢ de 2,2 por 100 mil mulheres ao
ano e tem aumentado cerca de 2% ao ano (PAL e BANDYOPADHYAY 2011). O
National Cancer Institute- NCI identificou o cancer de vulva como um dos doze
tipos de cancer com incidéncia crescente. De acordo com o Surveillance,
Epidemiology, and End Results-SEER em 2018, estima-se que nos Estados Unidos, o
cancer de vulva sera responsavel por quase 6% dos canceres ginecoldgicos e 0,7% de
todos os canceres em mulheres. Nos Estados Unidos, as mulheres tém uma chance
em 333 de desenvolver cancer de vulva em algum momento da vida. As estimativas
da American Cancer Society-ACS (2018) para o cancer de vulva nos Estados Unidos
em 2018 sdo: 6.190 casos diagnosticados e 1.200 obitos.

O cancer de vulva constitui doenga debilitante e freqlientemente ¢
diagnosticado tardiamente, apesar de ser manifestacdo da genitalia externa feminina.
Em geral acomete pacientes do grupo etdrio avangado, dentre as quais 90%
encontram-se acima dos 50 anos (ABRAO e ABRAO 1995), com um pico de
incidéncia ao redor dos 66 anos (GIRAO et al. 1995), contudo, em torno de 12% a
15% dos casos ocorre em mulheres jovens, antes dos 45 anos (DISAIA e
CREASMAN 1989; NILSSON et al. 1990). O pudor, principalmente nas classes
sociais menos favorecidas, pode retardar a procura do médico pela paciente

(ABRAO e ABRAO 1995). Em alguns casos, pode ocorrer também falha na




avaliagdo, quando o tumor estd em sua fase incipiente (GIRAO et al. 1995). Nos
paises em desenvolvimento, o diagnostico frequentemente ¢ feito em estadios mais
avancados (PEREZ e GRIGSBY 1992), chegando a 84% dos casos nos estadios III e
IV (TORRES LOBATON et al. 1983). Nos paises desenvolvidos o diagnostico nos
estadios III e IV oscila entre 18,5 ¢ 49% (SHANBOUR et al. 1992) e, no Brasil, a
descoberta de casos nos estadios III e IV ocorre em 36% a 57% das pacientes
(ABRAO et al. 1990, SOUEN et al. 1992).

No Brasil, em estudo retrospectivo realizado com 300 prontuarios de
pacientes com diagnéstico de carcinoma espinocelular de wvulva e tratados
cirurgicamente no AC Camargo Cancer Center em Sao Paulo, Brasil, no periodo de
1978 a 2009, a mediana da idade de inicio foi de 70 anos, variando de 15 a 98 anos.
A maioria das mulheres era branca (88,5%), teve pouca ou nenhuma escolaridade
(83,5%) e apresentou a menor curva de sobrevida. Muitas pacientes foram
diagnosticadas nos estadios iniciais da doenca (57% FIGO IB), 59% tiveram
complicacdes devido a cirurgia e 43,7% tiveram recidiva da doenga, das quais cerca
de 70% morreram. Esse estudo adiciona 300 casos brasileiros de carcinoma de vulva
a literatura mundial (DE MELO MAIA et al. 2013).

Embora raro, o cancer de vulva tem mau progndstico quando avangado.
Pacientes que apresentam disseminacao regional (31%) e metastases a distancia (5%)
tém pior prognodstico, com sobrevida em 5 anos de 57% e 17%, respectivamente
(SIEGAL et al. 2017; PALISOUL et al. 2017). Isto ¢ principalmente devido a opgdes
terapéuticas limitadas.

Com excegdo aos raros sarcomas de vulva, o pico de incidéncia ¢ em

mulheres entre 65 ¢ 75 anos. Classicamente ¢ uma doenca de pacientes idosas, no




entanto, recentemente observamos um aumento da incidéncia em pacientes mais
jovens, fatores relacionados ao HPV, doencas pré-invasivas e tabagismo. Neoplasias
de wvulva relacionadas ao HPV sdo raras em pacientes idosas, sendo mais
relacionadas a distrofia vulvar e liquen escleroso, embora a direta associa¢do ainda
ndo possa ser provada. Raca e paridade ndo foram relacionadas. Pacientes jovens
frequentemente apresentam invasdo estromal precoce com neoplasia intraepitelial
difusa da pele da vulva. Cerca de 30-40% das lesdes invasivas da vulva, se
relacionam ao HPV. Esse efeito ¢ mais pronunciado nos casos de tabagismo e
pacientes imunocomprometidas. Em uma casuistica do A.C.Camargo Cancer Center,
no Brasil, a infec¢do pelo HPV foi confirmada em 32,8% dos casos (LAVORATO-
ROCHA et al. 2013). Estudos anteriores sobre cancer de vulva relataram infec¢do
por HPV em 9% a 57% dos casos, dependendo da populacdo e do método de
deteccao utilizado (BRANDENBERGER et al. 1992; LEE et al. 1994; IWASAWA
et al. 1997; LERMA et al. 1999; BIEDERMANN et al. 2004; KNOPP et al. 2006).

Com relagdo aos sintomas, ¢ frequente a queixa de longo tempo de prurido
associado a distrofia da vulva, menos comumente, sangramento, tumor palpavel, dor
local, ulceragdo, distria e secre¢do purulenta. A maioria das séries reportam um
tempo de 2 meses a 16 meses do inicio dos sintomas para a suspeita diagnostica
(GIRAO et al. 1995).

Com relacdo a localizag¢do, a maioria dos tumores de vulva incidem no 1abio
maior, mas o ldbio menor, perineo e clitéris também podem ser sitio primario.
Aproximadamente 10% dos casos sdo extensos, impossibilitando determinar o local

de origem e aproximadamente 5% sdo multifocais (GIRAO et al. 1995)




Com relacao ao comprometimento dos linfonodos, sabe-se que no cancer de
vulva, o envolvimento linfonodal é o fator progndstico mais importante para
sobrevida global e livre da doenga. A sua presencga pode ser unilateral ou bilateral,
sendo a ultima mais associada a tumores de linha média. A sobrevida em 5 anos
reduz de 90% para 40-50% na presenca desta forma de disseminagdo. Pacientes com
metastase em linfonodos apresentam risco de recorréncia cinco vezes maior do que
sem esta disseminagao. No caso de metastase bilateral o risco de recorréncia chega a
ser 17 vezes maior. A redugdo de sobrevida também ¢ demonstrada quanto maior o
numero de linfonodos positivos e ainda na presenca de metéstases bilaterais. Quanto
maior a extensdo do comprometimento linfonodal inguinal, maior o risco de doenga
linfonodal pélvica e, com isto, a sobrevida reduz para 18-22% em cinco anos. Dada a
importancia da metastase linfatica, a sua avaliacdo precisa no estadiamento ¢ de
fundamental importancia (BURGER et al. 1995).

Estudo realizado no A.C.Camargo Cancer Center, mostrou que a ressec¢ao de
menos de 12 linfonodos na linfadenectomia bilateral para pacientes com cancer de
vulva e linfonodos inguinais positivos tem um impacto negativo na recorréncia e
morte por cancer. Ressec¢do de pelo menos 12 linfonodos deve ser considerado o
objetivo para as pacientes com cancer de vulva que requerem linfadenectomia
bilateral (BAIOCCHI e CESTARI 2013). Outro estudo do mesmo hospital corrobora
com evidéncias atuais de pior prognédstico nos casos de multiplos linfonodos
comprometidos. Os dados também sugerem que, em relagdo aos resultados, as
pacientes com linfonodos positivos sdo melhor categorizadas em 2 grupos: aquelas
com 1 e 2 linfonodos positivos € 3 ou mais linfonodos positivos (BAIOCCHI e

SILVA CESTARI 2013).




Com relagdo a recorréncia, alguns fatores prognoésticos estdo diretamente
relacionados. Esta neoplasia pode se disseminar a partir do sitio inicial por meio da
invasdo local de tecido adjacente ao tumor primdrio; por meio da emboliza¢do para
linfonodos regionais, usualmente inguinais superficiais e profundos e eventualmente
pélvicos; e por via hematogénica, muito raramente, atingindo pulmdes, figado e
0ssos (DISSAIA e CREASMAN 1989). Conforme ja discutido, a mais importante
via de disseminagdo ¢ a linfatica, realizada por meio da embolizacao, sendo, portanto
fundamental o estudo histopatolégico dos linfonodos regionais nos casos de tumores
invasores (ONNIS et al. 1992; ROSE 1999). No entanto, a vulva apresenta-se como
o principal sitio de recorréncia para o cancer de vulva, apesar das recorréncias
inguinais apresentarem-se mais precocemente € com pior progndstico, quando
comparadas as primeiras (HOPKINS et al. 1990).

Com relagdo ao tratamento, o padrdo instituido para o cancer de vulva em
estadio inicial é o cirargico, constituido por excisdo radical do tumor associado a
linfadenectomia inguinofemoral (PODRATZ et al. 1983).

Tal abordagem, apesar de se encontrar relacionada a significativa morbidade,
demonstra bons resultados em termos de recorréncia inguinal (as taxas de recorréncia
podem variar de 1% a 10%) (HACKER et al. 1981; DE HULLU et al. 2002).
Entretanto, somente um pequeno numero de pacientes se beneficiara da realizacdo da
linfadenectomia inguinofemoral, uma vez que apenas 25% a 35% apresentardo
metastases para linfonodos (BELL et al. 2000; KATZ et al. 2003). Desta maneira,
mais de 75% das pacientes serdo desnecessariamente submetidas a procedimento
correlacionado a significativa morbidade, tais como linfedema de membros

inferiores, infec¢do e erisipela (ROUZIER et al. 2003). Por conseguinte, técnicas ndo




invasivas ou minimamente invasivas sdo desejaveis, com o intuito de acessar a
possibilidade de metastases para linfonodos.

A partir de 1977, com a introdugdo da disseccdo do linfonodo sentinela no
arsenal terapéutico do cancer de pénis, inumeros estudos vém demonstrando a
seguranga no diagnostico de metastases para linfonodos a partir da pesquisa do
linfonodo sentinela como no cancer de mama e melanoma (MORTON et al. 1992;
CABANAS 1977, SONI e SPILLANE 2005). Da mesma maneira, tem-se
demonstrado resultados semelhantes na pesquisa do linfonodo sentinela para o
cancer de vulva (MOORE et al. 2003). Em estudo prospectivo observacional,
pacientes com faixa etaria média de 64 anos, diagnosticadas com carcinoma de vulva
estadios I ou II (66% e 22%, respectivamente) e invasdo superior a 1,0 mm, foram
submetidas a tratamento cirargico constituido por vulvectomia radical ou excisdo
radical ampla da lesdo associadas a dissec¢@o do linfonodo sentinela unilateral (em
pacientes com lesdo distando mais do que 1,0 cm da linha média) ou bilateral (lesao
distando menos que 1,0 cm da linha média). Apds avaliacdo histopatologica dos
linfonodos sentinela ressecados, pacientes identificadas como portadoras de
metastase linfonodal foram submetidas a resseccdo completa da regido inguinal.
Observou-se, no periodo de seguimento médio de 29 meses, que 6,4% das pacientes
com linfonodo sentinela negativo apresentaram recorréncia inguinal (MOORE et al.
2008).

O estudo GROningen International sobre linfonodos sentinela no cancer de
vulva (GROINSS-V) (OONK et al. 2010) estudou pacientes com cancer de vulva
unifocal medindo menos de 4cm, permitindo que aquelas com linfonodo sentinela

negativo fossem acompanhadas, enquanto aquelas com linfonodos sentinela positivos




fossem submetidas a linfadenectomia inguinofemoral. O desenho do estudo de
GROINSS-V diferiu de estudos anteriores, pois muitos estudos prévios realizaram
bidpsia de linfonodo sentinela seguida de linfadenectomia inguinofemoral para
determinar o valor preditivo negativo de dissec¢do de linfonodo sentinela
(LEVENBACK et al. 2012). Este estudo demonstrou que pacientes com linfonodos
sentinela negativos apresentaram baixas taxas de recorréncia inguinal, minima
morbidade do procedimento do linfonodo sentinela e excelente sobrevida (VAN
DER ZEE et al. 2008). Estudos anteriores evidenciaram taxa de recorréncia inguinal
apos linfadenectomia inguinofemoral superficial de 5-7% (STEHMAN et al. 1992,
1996). O estudo internacional GROINSS-V relatou uma taxa de recorréncia inguinal
de 2,3% (VAN DER ZEE et al. 2008) em tumores unicéntricos. No GROINSS-V, a
doenga metastatica foi identificada em um ou mais linfonodos sentinelas em 135
(33%) dos 403 pacientes. O risco de metastases nao-sentinela foi maior quando o
linfonodo sentinela foi encontrado como positivo ja na hematoxilina-eosina em
comparagdo a imuno-histoquimica (27% vs 5,3%, p = 0,001). A propor¢ao de
pacientes com metastases nao-sentinela aumentou com o tamanho da metastase do
linfonodo sentinela: em 4,1% (1/24) dos casos com células tumorais individuais
houve metéstase em linfonodo ndo-sentinela; 10,5% (2/19) com metastases de 2 mm
ou menos; 13% (2/15) com metéstases entre 2 mm ¢ 5 mm; ¢ 47,6% (10/21) com
metastases maiores que 5 mm. A sobrevida cancer especifica para pacientes com
metastases de linfonodo sentinela maiores que 2 mm foi menor que para aquelas com
metastases de linfonodo sentinela de 2 mm ou menos (69,5% vs 94,4%, p = 0,001).
Portanto, todas as pacientes com metéastases nos linfonodos sentinela devem ter

tratamento adicional com linfadenectomia inguinal. O prognostico para pacientes




com metastase do linfonodo sentinela maior que 2 mm ¢ ruim, e novos esquemas de
tratamento devem ser explorados para esses pacientes (OONK et al. 2010).

As complicag¢des pos-operatérias também foram menores com a biopsia do
linfonodo sentinela em comparagdo com a dissec¢do inguinofemoral. Em doentes
tratadas apenas com biopsia do linfonodo sentinela, foi notificado linfedema entre 2-
9% e sete em 100 (7%) pacientes tiveram complicagdes da ferida, incluindo infecgao,
linfocele ou deiscéncia (VAN DER ZEE et al. 2008, ROBISON et al. 2014). Além
disso, a biopsia de linfonodo sentinela foi associada a uma melhora na qualidade de
vida (ROTTMANN et al. 2016).

Numerosos estudos demonstraram o beneficio da biopsia do linfonodo
sentinela no tratamento cirurgico do cancer de vulva. Em centros com cirurgides
experientes, a biopsia do linfonodo sentinela deve ser considerada um tratamento
padrdo e uma alternativa a linfadenectomia inguinofemoral em pacientes com exame
clinico negativo inguinal e com um indice de tumor unifocal <4 cm. Para aumentar a
taxa de deteccdo e a sensibilidade dos linfonodos sentinela, tanto o radiocoloide
quanto o corante sdo recomendados para 0 mapeamento. Se o tumor primario estiver
a 2 cm ou mais da linha média, uma bidpsia de linfonodo sentinela unilateral ¢é
apropriada. Para um tumor primdrio dentro de 2 cm da linha média, uma biopsia de
linfonodo sentinela bilateral ¢ recomendada. No caso de um linfonodo sentinela ndo
ser identificado, recomenda-se a linfadenectomia inguinofemoral (LEVENBACK et
al. 2012; GREER et al. 2016). A bidpsia de linfonodo sentinela ¢ vidvel, custo-
efetiva e associada a diminuigdo da morbidade e complicagdes da ferida; tudo isso

sem mostrar impacto negativo na recorréncia ou sobrevida.




Com relacdo ao tratamento adjuvante, ¢ indicado em: (1) qualquer
macrometastase de linfonodo maior ou igual a 5 mm com radioterapia adjuvante; (2)
duas ou mais micrometastases de linfonodos menores de 5 mm com radioterapia
adjuvante, incluindo campos inguinal e pélvico e, (3) em qualquer disseminagdo
extracapsular com radioterapia adjuvante com 45 Gy em 25 fragdes (HOMESLEY et
al. 1986). Uma analise da National Cancer Data Base (NCDB) de 1797 pacientes
com cancer de vulva submetidas a cirurgia com envolvimento nodal inguinal
confirmado tratadas com radioterapia adjuvante concluiu que a adicdo de
quimioterapia adjuvante resultou em uma redugdo de 38% no risco de mortalidade. A
sobrevida mediana nao ajustada com e sem quimioterapia adjuvante foi de 44,0
versus 29,7 meses, respectivamente (P = 0,001) (GILL et al. 2015).

Quanto ao tratamento do cancer de vulva avangado, este ainda constitui um
problema, ja que a doenga ainda ¢ considerada relativamente quimiorresistente € o
tratamento cirirgico ¢ extremamente agressivo. No entanto, recentemente, estudos
fase II tém mostrado alguma resposta a quimioterapia neoadjuvante (ARAGONA et
al. 2012). Por outro lado, radioterapia e quimioterapia primarias em doenga avangada
também mostrou algum resultado em estudos fase II (MOORE et al. 2012), com
reducdo da morbidade com objetivo de evitar exenteragdes. No entanto, o tratamento
ainda cursa com alta morbidade na atualidade (READE et al. 2014).

Em resumo, a cirurgia ¢ a base para estadiamento e tratamento do cancer de
vulva. A doenga em estagio inicial tem uma boa resposta. O progndstico e o
tratamento devem ser individualizados. O tumor primario pode ser tratado com
seguranga com ressec¢ao local ampla com margens cirargicas pretendidas de 2 cm e

margem patologica final de pelo menos 1 cm. No caso de lesdo suspeita ou doenga
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multifocal,vulvectomia radical deve ser realizada. Para pacientes com doenca
unifocal, tumor inferior a 4 cm clinicamente e com exame clinico negativo da regido
inguinal, pesquisa do linfonodo sentinela deve ser oferecida (corante azul e
linfocintilografia). No caso de linfonodo clinicamente positivo ou linfonodo sentinela
positivo, linfadenectomia inguinal radical deve ser realizada. A quimiorradia¢ao
neoadjuvante ¢ indicada para tumores avangados que s6 poderiam ser primariamente
ressecados por procedimentos de exenteragdo (BAIOCCHI e ROCHA 2014).

Neste sentido, além dos indicadores prognosticos anatomopatologicos ja
estudados no cancer de vulva, que corroboram para a associacdo de modalidades
terapéuticas conhecidamente agressivas, a identificagdo de marcadores moleculares
presentes nestes tumores pode contribuir para a elaboragdo de estratégias menos
mutilantes e com menores efeitos adversos no tratamento.

Até o momento, pouco se sabe sobre novos biomarcadores com um
progndstico real ou papel preditivo em carcinomas de vulva. RICHARD et al. em
2008, publicaram um dos poucos trabalhos da literatura neste contexto, relatando um
caso de tratamento de carcinoma de vulva metastatico recorrente com cisplatina
associado ao cetuximab (inibidor do EGFR) com resultados paliativos satisfatorios.
No entanto, o tratamento de escolha para esta condi¢do ainda ¢ cirurgico e a
metastase linfonodal ¢ o fator prognodstico mais importante (DE MELO MAIA et al.
2013) e pouco tem sido feito em relacdo a descoberta de fatores progndsticos que
podem de fato proporcionar uma melhor qualidade de vida psicossocial para
mulheres diagnosticadas com este tumor.

A este respeito, novos conceitos de tratamento sdo necessarios como terapia

para esta doenga que muitas vezes envolve procedimentos mutilantes, promovendo
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efeitos negativos sobre os aspectos psicossociais de qualidade de vida para as

mulheres afetadas com este tipo de cancer.

1.2 RECEPTORES DA FAMILIA ERBB

A familia de proteinas ErbB tem seu nome originado na homologia com o
Produto Génico da Eritroblastose Viral (v-erbB). Trata-se de receptores de membrana
tipo I, cuja fungdo ¢ ativar a via de sinalizag¢do intracelular em resposta ao sinal
extracelular e ¢ formada por quatro receptores: EGFR/ERBB1, ERBB2/HER2,
ERBB3/HER3 ¢ ERBB4/HER4 (YARDEN e SLIWKOWSKI 2001; GRANDIS e
SOK 2004; HYNES e LANE 2005). O complexo de receptores ERBB ¢ uma das vias
de transmissdo de sinal celular mais amplamente estudada e um exemplo do poder
bioldgico de um sinal aberrante (CITRI ¢ YARDEN 2006). A estrutura de cada um

dos receptores esta representada na Figura 1.
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Fonte: Adaptado de GRANDIS e SOK (2004)
Figura 1 - Estrutura dos receptores da Familia ERBB.

Todos os membros da familia possuem um dominio extracelular, onde se
encontram 13 polipeptideos como sitio de ligagdo para a molécula sinalizadora, um
dominio transmembrana e um dominio citoplasmatico com atividade tirosinaquinase.
O dominio extracelular das proteinas ERBB pode apresentar-se sob a conformagao
inibida ou sob a conformacdo ativa (FINNEGAN e CAREY 2007; MOASSER
2007). Apesar da familia ERBB ser considerada um protétipo no que se refere a
atividade tirosinaquinase, dois membros da familia (ERBB2 ¢ ERBB3) ndo tem
atividade autonoma (YARDEN e SLIWKOWSKI 2001; GRANDIS ¢ SOK 2004;

HYNES e LANE 2005; CITRI e YARDEN 2006).
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Sao conhecidas pelo menos 30 moléculas sinalizadoras, que geralmente sao
pequenas proteinas secretadas pela célula no espago intercelular, denominados
fatores de crescimento. Todos os fatores de crescimento sdo sintetizados a principio
como precursores ancorados a membrana e de forma subseqiiente sdo liberados da
célula por protedlise (HYNES e LANE 2005; FINNEGAN ¢ CAREY 2007).

A interagdo entre o receptor e o seu fator de crescimento, inicia uma mudanga
na conformacdo do seu dominio extracelular de inativo para ativo € promove sua
dimerizagdo. Cada receptor homodimérico ou heterodimérico inicia uma complexa
cascata de sinalizacdo, que resulta na proliferagdo celular, diferenciagdo, migragao,
adesdo e transformagdo. A selecdo de parceiros para dimerizacdo determina a
atividade sinalizadora entre as proteinas ERBB (YARDEN e SLIWKOWSKI 2001;
HYNES e LANE 2005; MOASSER 2007).

As duas maiores vias de sinalizagdo da familia ERBB é a RAS-RAF-MAPK ¢
fosfatidilinositol-3-quinase (PI3K/AKT) (YARDEN e SLIWKOWSKI 2001;
GRANDIS e SOK 2004; HYNES e LANE 2005). RAS-RAF-MAPK (proteina
quinase mitdgeno ativado) sdo um grupo de serina-treonina quinases que regulam a
proliferacdo celular, sobrevida e migragdo no cancer. A PI3K/AKT também ¢ uma
serina-treonina quinase. Através de vdarias etapas intermediarias, a PI3K ativa a
enzima AKT, que entdo age sobre fatores de transcri¢do no nucleo, regulando as vias
de sinalizagdo da apoptose, expressao génica e proliferacao celular (MENDELSOHN
e BASELGA 2000; YARDEN e SLIWKOWSKI 2001; GRANDIS ¢ SOK 2004;

HYNES e LANE 2005). Estas vias de sinaliza¢ao estdo resumidas na Figura 2.
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Figura 2 - Representagdo esquematica dos receptores EGFR, ERBB2, ERBB3 ¢

ERBB4, homodimeros, heterodimeros e vias de sinalizagao.

Nas células tumorais, a familia de receptores ERBB sao ativados por varios
mecanismos, incluindo a mutacao, a superexpressao e produ¢do autocrina e paracrina
dos fatores de crescimento. Na estimulacdo paracrina dos receptores ERBB, os
fatores de crescimento sdo liberados pelas células do estroma, enquanto que a
estimulacdo autdcrina resulta da liberacdo dos fatores de crescimento ancorados na
membrana celular (HYNES e LANE 2005). Os ligantes da familia ERBB podem ser
divididos em 3 grupos: o primeiro inclui o fator de crescimento epidérmico (EGF),

fator de transformagdo de crescimento alfa (TGF-alfa) e ampirregulina que ligam ao
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EGFR. O segundo grupo inclui betacelulina, ligante de heparina — EGF e epiregulina
que mostram dupla especifidade e se ligam ao EGFR e ERBB4. O terceiro grupo ¢
composto pelas neuregulinas, sendo que as neuregulinas 1 e 2 se ligam ao ERBB3 ¢
ERBBA4 e as neuregulinas 3 e 4 apenas ao ERBB4.

O ERBB2 ¢ o tUnico receptor que possui uma conformag¢do do dominio
extracelular fixa e que remete a forma ativa, mesmo na auséncia de um ligante. E o
parceiro preferido para dimerizagdo do EGFR, ERBB3 ¢ ERBB4. A dimerizacao
com ERBB2 aumenta a capacidade transformante de outros receptores da familia
ERBB (YARDEN e SLIWKOWSKI 2001; FINNEGAN e CAREY 2007,
MOASSER 2007). Ha uma hierarquia no que se refere a poténcia do sinal em relagao
aos dimeros. Os heterodimeros sdo mais ativos que os homodimeros. Os
heterodimeros que contém ERBB2 sdo particularmente mais ativos e o heterodimero
ERBB2-ERBB3 ¢ considerado como o que confere o sinal mais intenso (SERGINA
e MOASSER 2007).

O aumento da expressao protéica do ERBB2, seja por amplificacdo génica ou
através da desregulagdo transcricional, ocorre em aproximadamente 25 a 30% dos
casos de cancer de mama e ovario e confere pior comportamento bioldgico. No caso
do cancer de mama a superexpressdo estd relacionada a com tamanho do tumor,
metéstase linfonodal, pior grau histologico, aneuploidia, auséncia de receptores de
estrogeno e maior indice proliferativo (SLAMON et al. 1987; ROSS e FLETCHER
1998). A amplificacio do gene ERBB2 parece ser um evento precoce durante a
carcinogénese do cancer de mama, sendo demonstrado em cerca de 50% dos
carcinomas ductais in situ (BADRA et al. 2006). O ERBB2 ¢ mantido durante a

progressdo para doenga invasiva e metdstase. A superexpressao e amplificagdo do
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ERBB2 também ocorrem no cancer gastrico, esofagico e endometrial (MOASSER
2007).

Assim como o ERBB2, o ERBB3 nio tem atividade como receptor isolado. O
ErbB3 nao tem atividade tirosinaquinase funcionante em seu dominio intracelular.
Somente adquire potencial de sinalizacdo quando ocorre dimerizagdo com outro
receptor da familia ERBB. Nenhuma alteragdo genomica significativa foi encontrada
até o momento em neoplasias em relacdo ao ERBB3 (JEONG et al. 2006). Porém
esse fato nao exclui sua funcdo na ativagdo de tumores associados ao EGFR e
ERBB2. A superexpressdo de ERBB3 ¢ encontrada em 20-30% dos carcinomas
invasivos de mama, em cerca de 1/3 dos carcinomas in situ e esta associado a um
pior prognostico (BADRA et al. 2006). A superexpressdo simultanea de ERBB2 e
ERBB3 em carcinomas invasores de mama ¢ encontrada em 12-50% dos casos € o
aumento da resisténcia a drogas em carcinomas com superexpressao de ERBB2 esta
relacionada com a superexpressdo de ERBB3 e/ou EGFR (KARAMOUZIS et al.
2007).

O ERBB4 ¢ o receptor menos caracterizado da familia ERBB. Em contraste
com o ERBB3, o ERBB4 pode ser ativado tanto pelos ligantes da familia das
neuregulinas quanto dos fatores de crescimento epidérmico (EGF). Algumas
evidéncias ndo implicam sua atividade com a tumorigénese (SARTOR et al. 2001).
A sua expressdo no cancer de mama ¢ menos freqiiente que dos outros receptores da
familia. Porém sua expressdo estd relacionada com um aumento de positividade de
receptores de estrogeno, maior diferenciagcdo e menor proliferacdo. Estudos de
linhagens celulares mostraram que a homodimeros de ERBB4 estimulados por

neuregulina estimula apenas a via de apoptose controlada pela PI3K-AKT e ndo
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estimula a via de proliferacao celular (YARDEN e SLIWKOWSKI 2001), denotando

um paradoxo em sua superexpressao.

1.3 RECEPTORES DA FAMILIA ERBB E CANCER

1.3.1 EGFR

Tanto a superexpressdo quanto a alteragdo estrutural do EGFR sao
encontradas em diversas neoplasias. A superexpressdo de EGFR ¢ frequente em
tumores cerebrais e encontradas em 40% dos gliomas. E também detectada nas
lesdes pré-malignas do epitélio oral, pulmao, prostata e colo uterino (GRANDIS e
SOK 2004). A muta¢do mais comum (tipo III) é a delecdo de parte do dominio

extracelular, que torna o receptor estruturalmente ativo (WONG et al. 1992).

1.3.2 HER2

A super-expressao de HER2 ocorre em 20-25% dos tumores malignos de
mama e esta associada a doenga mais agressiva, com maior grau € maior propensao
para o desenvolvimento de metastases a distdncia, o que leva a maior risco de morte
pelo cancer (NAHTA e ESTEVA 2003). Estudos pré-clinicos mostraram que a
agressividade mediada pela presenga do HER2 pode ser revertida através do uso de
anticorpos monoclonais contra o receptor do HER2 (HANCOCK et al. 1991;
PIETRAS et al. 1995). Estudos clinicos subsequentes confirmaram a efetividade do
trastuzumabe, um anticorpo monoclonal humanizado que se liga com alta afinidade

ao sitio extra-celular da proteina HER2, no tratamento do cancer de mama avancado

HER2-positivo (SLAMON et al. 2001; PEGRAM et al. 2004).
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Da mesma forma, a descoberta da amplificacdo/super-expressao do HER2 no
cancer gastrico foi um passo importante tanto na melhor compreensdo da
carcinogénese desse tumor, quanto na utilizagdo deste receptor como um alvo
terapéutico eficaz. Acredita-se que também neste tumor, a positividade do HER2

esteja relacionada a um pior progndstico (GRAVALOS e JIMENO 2008).

1.3.2 HER3eHER4

O significado prognodstico e a utilidade terapéutica potencial do HER3 e
HER4 ainda ndo estdo estabelecidos. Até o momento, alguns grupos tém avaliado a
frequéncia de expressao e as associacdes clinicopatoldgicas de toda a familia ERBB
no cancer de mama.

Relatos sobre a incidéncia de HER3 e HER4 variam amplamente na literatura
atual. Estudos utilizando imunoistoquimica em tecido embebido em parafina
relataram superexpressdo de HER3 em de 13,8% para 75% dos canceres de mama
(TRAVIS et al. 1996; WITTON et al. 2003) A superexpressao de HER4 por cancer
de mama tem sido identificada em 11,8% para 82% dos casos na literatura atual,
embora a maioria dos estudos tém relatado mais de 45% dos casos de superexpressao
de HER4 (SUO et al. 2001; VAN der HORST et al. 2005; LEE et al. 2007; AUBELE
et al. 2007; SASSEN et al. 2008; ZACZEK et al. 2008).

Além disso, a superexpressio de HER3, mas ndo de HER4, também foi
significativamente associada com a diminuicdo da sobrevida cancer de mama-
especifica.

Historicamente, HER3 tem representado um desafio para o desenvolvimento
de medicamentos devido a falta de actividade da tirosina-cinase deste receptor. No

entanto, relatos recentes de medicamentos direcionados ao HER3 tém mostrado
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resultados promissores no cenario pré-clinico. Em um estudo pré-clinico descrito por
van der VAN DER HORST et al. (2005), o tratamento com a droga a-HER-3ECD,
um anticorpo monoclonal contra HER3, resultou numa redugdo significativa na taxa
de proliferacdo e migracao de linhas celulares de cancer de mama que exibiu niveis

normais de expressao do HER2.

1.4 RECEPTORES DA FAMILIA ERBB E CANCER DE VULVA

141 EGFR

Viérios estudos tém abordado a proteina EGFR e expressao génica em cancer
de vulva. Tanto a superexpressdo quanto a alteragdo estrutural da proteina EGFR,
membro da familia ERBB de receptores de membrana tipo I, j& foram encontradas
em diversas neoplasias (YARDEN e SLIWKOWSKI 2001). Em carcinomas de
vulva, JOHNSON et al. (1997), constataram aumento progressivo na expressao desta
proteina a partir do epitélio benigno da vulva para o tecido maligno primario e,
entdo, para lesdes metastaticas na mesma paciente. Além disso, a expressdo elevada
de EGFR no tumor maligno primario da vulva parece estar significativamente
associada com a diminuicdo da sobrevida das pacientes e pior prognostico
(WOELBER et al. 2012).

Um estudo publicado no inicio dos anos 90 abriu novas vias de investiga¢ao
nesta area, mas nenhuma relevancia prognostica para o EGFR foi obtida na época
(BERCHUCK et al. 1990). Em 1997, JOHNSON et al. mostraram uma relacao entre
a positividade de EGFR com a presenga de metéstase e sobrevida do paciente. A
partir de entdo, muitos estudos tém mostrado uma liga¢do entre o EGFR com mau

prognostico no cancer da vulva devido a sua correlagdo com a presenga de metastase




20

linfonodal (OONK et al. 2007), diminuicao da sobrevida (JOHNSON et al. 1997,
GROWDON et al. 2008), estadiamento tumoral (GROWDON et al. 2008), a
progressdo da doenca (BRUSTMANN 2007) e auséncia de infeccdo por HPV
(GROWDON et al. 2008). O aumento do nimero de copias do gene EGFR foi
recentemente associado com metastases linfonodais, estadiamento tumorais
avancados, fendtipos ndo — basaldides e auséncia de infeccdo pelo HPV, o que
tornam por conduzir a um mau progndstico neste tipo tumoral (OONK et al. 2007).
Dessa forma, o EGFR tem sido amplamente descrito, ndo s6 como um
marcador de progndstico da neoplasia da vulva, como mostrado anteriormente, mas
também como uma ferramenta poderosa para a previsao da resposta terapéutica e
terapia-alvo. A avaliagdo deste marcador em linfonodos metastaticos assim como no
tumor primario ainda necessita ser avaliada a fim de predizer também, além de
prognoéstico, uma possivel modalidade terap€utica a ser utilizada nos casos de

comprometimento linfonodal.

142 HER2

Apesar de ainda ndo existir protocolos especificos como para mama e
estomago, a positividade para receptores HER2 tem sido relatada no cancer de vulva.
GORDINER et al. 1997, mostraram a associa¢ao de tumores de vulva metastaticos
com positividade do HER2 em tumores primarios. No entanto, atualmente ndo ha

estudos clinicos relativos a eficdcia de terapias anti-HER2 em carcinomas da vulva.

143 HER3eHER4
Com relagdo ao cancer de vulva, ndo existem ainda estudos quanto a estes

receptores.
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OBJETIVOS

Avaliar a expressao imunoistoquimica de EGFR, HER2, HER3 ¢ HER4 no
carcinoma epidermdide da vulva (tumor primario) e nos linfonodos inguinais

metastaticos, e correlaciona-la com as variaveis clinico-patolédgicas.

Avaliar o papel progndstico da expressao imunoistoquimica de EGFR, HER2,

HER3 e HER4 no carcinoma epidermdide da vulva com metastase inguinal.
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3 JUSTIFICATIVA

Além dos indicadores prognosticos anatomopatologicos ja estudados no
cancer de vulva, que corroboram para a associagdo de modalidades terapé€uticas
conhecidamente agressivas, a identificacdo de marcadores moleculares presentes
nestes tumores pode contribuir para a elaboragdo de novas estratégias de tratamento e
com menos efeitos adversos no tratamento. Novos conceitos de tratamento sdo
necessarios como terapia para esta doenga que muitas vezes envolve procedimentos
mutilantes, promovendo efeitos negativos sobre os aspectos psicossociais de
qualidade de vida para as mulheres afetadas com este tipo de cancer. Além disso, o
tratamento sistémico com drogas molécula alvo ainda foi pouco investigado no

cancer de vulva.
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4 CASUISTICA E METODOS

41 TIPODE ESTUDO

Estudo retrospectivo longitudinal

42 METODOS

4.2.1 Coleta de Dados

Esta analise retrospectiva incluiu 234 pacientes com tumor primario de vulva
e destes 110 pacientes com linfonodos positivos para metastase que foram
submetidas a tratamento cirargico, incluindo linfadenectomia inguinal, no
Departamento de Ginecologia Oncolédgica, do A.C.Camargo Cancer Center, de

janeiro 1980 a fevereiro de 2010.

4.2.2 Variaveis Coletadas

As caracteristicas clinicas foram analisadas conforme protocolo abaixo:

a) Idade da paciente;

b) Sintoma referido pela paciente, prurido, sangramento, presenca de tumor,
sinais de infeccao e dor;

c) Menopausa presente ou ausente;

d) Aspecto macroscopico do tumor ao exame fisico, ulcero-infiltrativo,
vegetante, leucoplasia ou eritroplasia;

e) Tamanho do maior diametro do tumor ao exame fisico em cm;




g)

h)

)

k)

D
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Local principal da lesao na vulva: clitoris, fircula, ldabio maior ou menor;
Classificacdo do local do tumor: mediano (definido como tumor distando
até¢ 1 cm da linha média) ou lateral definido como tumor que dista mais
de 1 cm da linha média);

Avaliacdo da regido inguinal no exame fisico quanto a suspeita de
metastase no linfonodo;

Os procedimentos cirargicos realizados

Complicagdes pds—operatorias principais: sangramento, deiscéncia de
sutura, trombose venosa profunda, Obito até o trigésimo dia de pos-
operatorio;

Estadiamento do cancer de vulva conforme o sistema da FIGO;
Tratamento com quimioterapia e radioterapia;

Sobrevida;

Recidiva.

Os dados de patologia incluidos foram:

a)
b)

d)

Tamanho do tumor em milimetros pés conservagao em formol;

Resultado da avaliacdo dos linfonodos ressecados: nimero de linfonodos
ressecados, medida macroscopica do linfonodo comprometido, medida
em mm da metastase, presenca ou ndo de metastase bilateral e presenga
de extensdo extra-capsular;

Espessura total do tumor medida em milimetros;

Invasdo tumoral do estroma, medida a partir da membrana basal e

medida em mm do tumor primario.
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Estudo de imunoistoquimica com EGFR, HER2, HER3 e HER4 foi realizado
nos tumores primarios e nos linfonodos positivos para metastase.

Foi realizado estudo para associacdo dos fatores anatomopatoldgicos do
tumor primdrio com a positividade dos marcadores no tumor primario e na célula
metastatica.

Foi analisada analise de sobrevida associada a positividade dos marcadores de

imunoistoquimica.

4.2.3 Critérios de Incluséo
- Confirmacao de carcinoma epidermdide de vulva,
- Disponibilidade de material conservado em parafina para estudo

imunoistoquimico.

4.2.4 Critérios de Exclusao

Foram consideradas ineligiveis para o estudo as pacientes que:

a) Receberam radioterapia pré-operatoria;
b) Receberam quimioterapia pré-operatoria;
c) Desenvolveram segunda neoplasia primaria cinco anos antes ou até

cinco anos apds o diagnostico do cancer de vulva, excetuando-se neoplasias

de pele nao melanoma.
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4.25 Determinacdo Imunoistoquimica da Expressdo dos Receptores da
Familia ERBB

Os blocos de parafina com fragmentos de tumor foram encaminhados para
realizacdo de reagdo imunoistoquimica no Departamento de Anatomia Patoldgica
do A.C.Camargo Cancer Center. Para analise imunoistoquimica, foi utilizado
Microarranjos de Tecido (TMA).

O TMA ¢ um bloco de parafina composto de multiplos espécimes que podem
ser simultaneamente investigados com diferentes técnicas in situ, resultando em uma
significativa reducdo de tempo e custo, comparado com estudos histopatologicos
convencionais.

A constru¢do do TMA iniciou-se com a selecdo dos blocos doadores.
Confeccionou-se uma nova lamina de hematoxilina-eosina (HE) onde se realizou a
marcagao circular da regido de interesse do estudo. A partir desta area pré-definida, o
Tissue Microarrayer (Beecher Instruments, Silver Spring, MD) removeu o cilindro
de tecido tumoral do bloco doador, o qual foi inserido em um bloco de parafina
receptor. O cilindro de tecido com uma dimensdo de 1,0 mm de cada espécie foi
puncionado e disposto no bloco de parafina receptor de acordo com as coordenadas
cartesianas, separados por espaco de 0,2 mm. Na seccdo do bloco de TMA resultante
foi utilizado um micr6tomo manual, com posterior transferéncia em fita adesiva para
laminas especiais (Instrumedics Inc, Hackensack, NJ). A retirada da fita para
exposicdo a luz ultravioleta e o armazenamento das ldminas cobertas por parafina e
embaladas a vacuo em freezer a -20°C concluiram o processo de construgdo do

TMA.
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A reacdo imunoistoquimica foi realizada a temperatura ambiente com:
Anticorpos monoclonais EGFR, HER2, HER3 ¢ HER4.

A leitura das laminas foram feitas em microscopio dptico comum por um
mesmo patologista e revisada por outro patologista. Este ndo teve acesso aos
dados clinicos e os resultados foram classificados em relagdo a intensidade da
reagado positiva.

A expressio em membrana celular de cada uma das amostras
imunoistoquimicas de tumor foi interpretada através de padronizagdo semi-
quantitativa segundo a técnica padronizada por WOLFF et al. (2013). Foi graduada
como “negativa” quando ndo houve expressdo imunoistoquimica ou em menos de
10% das células neoplasicas; “1+” quando houve fraca intensidade de expressdo
imunoistoquimica e parcial de membrana em mais de 10% das células neoplasicas;
“2+” quando houve fraca ou moderada intensidade de expressdo imunoistoquimica
em toda membrana em mais de 10% das células neoplasicas e “3+” quando houve
forte intensidade de expressdao imunoistoquimica em toda membrana celular em mais
de 10% das células neoplasicas. Foram categorizados como positivos os casos com
resultado 1+ 2+ ou 3+. Ressaltamos que ndo ha um “cut off” estabelecido na

literatura para imunoistoquimica ser considerada negativa ou positiva.
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Figura 3 — Fotomicrografia exemplificando um carcinoma de células escamosas: A.

Metastase linfonodal; B. Tumor primario da vulva grau histologico 1 (10x).
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Figura 4 — Fotomicrografia exemplificando a expressdao imunoistoquimica do EGFR

no tumor primario da vulva (20x).

Figura 5 — Fotomicrografia exemplificando a expressdo imunoistoquimica do EGFR

na metastase linfonodal (20x).
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Figura 6 — Fotomicrografia exemplificando a expressdo imunoistoquimica do HER2

no tumor primario da vulva (20x).
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Figura 7 — Fotomicrografia exemplificando a expressao imunoistoquimica do HER2

na metastase linfonodal (10x; 20x).
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Figura 8 — Fotomicrografia exemplificando a expressao imunoistoquimica do HER3

no tumor primdrio da vulva (20x).
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Figura 9 — Fotomicrografia exemplificando a expressao imunoistoquimica do HER3

na metastase linfonodal (10x; 20x).

Figura 10 — Fotomicrografia exemplificando a expressdo imunoistoquimica do

HER4 no tumor primario da vulva (20x).
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Figura 11 — Fotomicrografia exemplificando a expressdo imunoistoquimica do

HER4 na metastase linfonodal (20x).
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5 ANALISE ESTATISTICA

Os dados coletados dos prontudrios foram transcritos para ficha padronizada e
digitados em computador para gerenciamento do banco de dados e analise estatistica.
A confeccdo do banco de dados e as andlises foram realizadas no programa
estatistico “Statistical Package for Social Sciences” versdo 15.0 (SPSS, Inc, Chicago,
IL).

As varidveis de interesse foram as expressdes imunoistoquimicas de EGFR,
HER2, HER3 e HER4. As varidveis de controle foram: idade, aspecto macroscopico
do tumor, tamanho do maior didmetro do tumor ao exame fisico, localizagdo da lesdo
na vulva, estadiamento, avaliacdo anatomopatoldgica dos linfonodos ressecados,
avaliacdo anatomopatologica do tumor primdrio. Inicialmente foram calculadas
frequéncias simples de todas as varidveis. As associacdes entre as varidveis foram
analisadas pelo teste qui-quadrado bi-caudal e pelo teste de Fisher quando
necessario.

As curvas de sobrevida foram estimadas pelo método de Kaplan e Meier, e a
comparagdo entre as curvas foi realizada pelo teste de log rank (KAPLAN e MEIER
1958).

A andlise multivariada foi realizada através do modelo de regressdo de Cox

(COX 1972). Para todos os testes realizados, considerarou-se p<0,05.
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6 RESULTADOS

6.1 VARIAVEIS CLINICAS E DEMOGRAFICAS

Foram avaliadas 110 pacientes portadoras de metastase linfonodal. A idade
mediana foi de 68 anos (30-91). O tempo mediano dos sintomas foi de 6,5 meses (1-
120) sendo os principais sintomas: ulceracdo, tumora¢do e prurido, encontrados em
66 (60%), 45 (40,9%) e 18 (16,4%) dos casos, respectivamente.

Em relagdo a localizacdo, 83 (75,5%) tinham tumores localizados um lado da
vulva (unilaterais) e 27 (24,5%) apresentaram acometimento bilateral. O clitoris foi
encontrado envolvido em 27 (24,5%) dos casos.

Oitenta (72,7%) pacientes apresentavam linfonodos clinicamente suspeitos
em regido inguinal, sendo 45 (40,9%) unilaterais e 35 (31,8%) bilaterais. Dezessete
(15,5%) casos apresentaram linfonodos fixos ou com ulceracao para pele.

Em relagdo a cirurgia do tumor primario 102 (92,7%) foram submetidas a
vulvectomia radical e 8 (7,3%) a ressec¢do local ampliada. Vinte e quatro (21,8%)
pacientes foram submetidas a reconstrucao com retalhos miocutaneos (gracil 20; reto
abdominal 2; fascia lata 1; gluteo 1).

Oitenta e trés (75,4%) pacientes foram submetidas a linfadenectomia inguinal
bilateral e 27 (24,6%) a linfadenectomia inguinal unilateral. Dezoito (16,4%) casos
foram também submetidos a linfadenectomia pélvica. A mediana de linfonodos

ressecados foi de 19 (1-57).
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Foram encontradas complicacdes de ferida operatoria em 78 (70,9%) casos,
sendo infecc¢ao de ferida operatoria em 21 (19,1%) e algum grau de deiscéncia em 51

(46,4%) dos casos.

6.2 VARIAVEIS ANATOMOPATOLOGICAS

O tamanho mediano do tumor foi de 4,7 cm (1-18cm). Foi possivel avaliar o
tamanho da metastase linfonodal em 49 casos, sendo o tamanho mediano de 11mm
(1-26mm). Em relacdo a profundidade de invasdo, a mediana foi de 10mm (3-
20mm). A presenca de invasdo angiolinfatica foi observada em 29 casos, sendo que
estava presente em 14 (48.3%) casos. Presencga de invasdo perineural foi encontrada
em 9 casos (37,5%), dos 24 casos analizados. Em relagdo ao grau histologico, foram
considerados Grau 1, Grau 2 e Grau 3, respectivamente 42 (68,9%) 15 (24,6%) ¢ 4
(6,6%) casos. Em relacdo as margens cirtirgicas, foi encontrada margem <8mm em
29 (42%) casos e >8mm em 40 (58%) casos.

Foi encontrada transposi¢ao capsular em 16 (14,5%) casos. Em rela¢do a
lateralidade dos linfonodos inguinais comprometidos, foram unilaterais em 76
(69,1%) dos casos e bilaterais em 34 (30,9%). A mediana de linfonodos
comprometidos foi de 2 (1-16), sendo que apresentaram o numero de linfonodos
comprometidos de 1, 2 e >3, respectivamente 34 (30,9%), 30 (27,3%) e 46 (41,8%)

casos.
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6.3 EXPRESSOES IMUNOISTOQUIMICAS DO EGFR, HER2,

HER3 E HER4

As expressdes imunoistoquimicas dos marcadores estudados nos tumores

primarios foram encontradas em membrana citoplasmatica. Houve expressao de

EGFR, HER2, HER3 ¢ HER4 nos tmores primarios em 28,8% 2,8%, 3% e 76,8%

dos casos, respectivamente. A Tabela 1 resume a expressao dos marcadores.

Em relacdo as expressdes imunoistoquimicas de EGFR e HER4 nos

linfonodos inguinais metastaticos, foi positiva em 48,1% e 69,6% dos casos,

respectivamente. Nao houve expressdo imunoistoquimica de HER2 e HER3 nos

linfonodos inguinais metastaticos. A Tabela 2 resume a expressao dos marcadores.

Tabela 1 - Frequéncias das expressdes imunoistoquimicas de EGFR, HER2, HER3 ¢

HER4 no céancer de vulva.

Variavel Categoria n (%)
Negativa 52 (71,2)
EGFR Positiva 21 (28,8)
NA 37 (33,6)
Negativa 70 (97.2)
HER2 Positiva 2 (2,8)
NA 38 (34,5)
Negativa 64 97)
HER3 Positiva 2 3)
NA 44 (40)
Negativa 16 (23.2)
HER4 Positiva 53 (76,8)
NA 41 (37.,3)

NA: Nao avaliavel devido a auséncia de tumor na core do TMA
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Tabela 2 - Frequéncias das expressdes imunoistoquimicas de EGFR, HER2, HER3 ¢
HER4 na metastase linfonodal do cancer de vulva.

Variavel Categoria n (%)
Negativa 14 (51,9)
EGFR Positiva 13 (48,1)
NA 27 (24.5)
Negativa 30 (100)
HER?2 Positiva 0 (0)
NA 80 (72,7)
Negativa 24 (100)
HER3 Positiva 0 0)
NA 86 (78,2)
Negativa 7 (30.4)
HER4 Positiva 16 (69,6)
NA 87 (79.1)

NA: Nio avalidvel devido a auséncia de tumor na core do TMA

Nao foram encontradas relagdes entre as expressdes imunoistoquimicas de
EGFR, HER2, HER3 e HER4 entre o tumores primarios e as metastases linfonodais

Tabelas 3-6).

Tabela 3 - Correlagdo entre as expressdes imunoistoquimicas do EGFR no tumor
primario e na metastase linfonodal.

Metastase linfonodal
Variavel Categoria Negativa Positiva p
Negativa 9 6 (40%) 0,6
Positiva ) 3 (60%)

Tumor primario

Tabela 4 - Correlagdo entre as expressdes imunoistoquimicas do HER2 no tumor
primdrio e na metastase linfonodal.

Metastase linfonodal

Variavel Categoria Negativa Positiva p

Negativa 23 0 -

Tumor primario ..
P Positiva 1 0 -
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Tabela 5 - Correlagdo entre as expressdes imunoistoquimicas do HER3 no tumor
primdrio e na metastase linfonodal.

Metastase linfonodal

Variavel Categoria Negativa Positiva p
Negativa 14 0 -
Tumor primario Positiva . 0 )

Tabela 6 - Correlag@o entre as expressdes imunoistoquimicas do HER4 no tumor

primdrio e na metastase linfonodal.

Metastase linfonodal

Variavel Categoria Negativa Positiva p
o Negativa 4 5 (55,6%) 0,6

Tumor primério Positiva 2 5 (71,4%) -

6.4 CORRELACAO ENTRE AS EXPRESSOES

IMUNOISTOQUIMICAS DO EGFR, HER-2, HER-3 E HER-4 E AS

VARIAVEIS ANATOMOPATOLOGICAS

A expressdo imunoistoquimica de HER4 foi mais frequente em tumores
<4cm (95%) quando comparados a tumores >4cm (69,6%). Nao houve relagdo

estatisticamente significativa entre as expressdes de EGFR, HER2 e HER3 e as

varidveis anatomopatoldgicas (Tabelas 7-12)
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Tabela 7 - Correlagdo entre as expressdes imunoistoquimicas do EGFR no tumor

primdrio com as variaveis anatomopatoldgicas.

Expressdo de EGFR

Variavel Categoria  Negativa Positiva p
Tamanho tumor <4em 15 6 (28%) 0,89
>4cm 35 13 (27,1%)
Tamanho metéstase linfonodal <10mm 12 5(29,4%) 1,0
>10mm 15 6 (28,6%)
Numero linfonodos positivos 1 12 6 (33,3%) 0,41
> 39 15 (27,8%)
Invasdo estromal <10mm 12 2 (14,3%) 0,41
>10mm 12 6(33,3%)
Invasdo angiolinfatica Ausente 8 1(11,1%) 1,0
Presente 8 2(20%)
Invasdo perineural Ausente 9 2 (18,2%) 1,0
Presente 4 1 (20%)
Grau  histologico Grau 1 24 5(17,2%) 0,12
Graus 2 e 3 7 6 (28%)

Tabela 8 - Correlacdo entre as expressdes imunoistoquimicas do EGFR na
metastase linfonodal com as variaveis anatomopatologicas.

Expressdo de EGFR

Variavel Categoria  Negativa Positiva p
Tamanho tumor <4em 5 5 (50%) 1,0
>4cm 8 7(46,7%)
Tamanho metastase linfonodal <10mm 7 3 (30%) 0,24
>10mm 6 8 (57,1%)
Invasdo estromal <10mm 6 3(33,3%) 0,62
>10mm 3 3 (50%)
Invasdo angiolinfatica Ausente 2 2 (50%) 0,42
Presente 3 0 (0%)
Invasdo perineural Ausente 4 1 (20%) 0,33
Presente 0 1 (100%)
Grau  histologico Grau 1 7 4 (36,4%) 1,0
Graus 2 e 3 2 2(50%)
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Tabela 9 - Correlagdo entre as expressdes imunoistoquimicas do HER2 no tumor
primdrio com as variaveis anatomopatoldgicas.

Expressdo de EGFR

Variavel Categoria  Negativa Positiva p
Tamanho tumor <4em 20 1 (4,8%) 0,52
>dem 46 12.1%)
Tamanho metéstase linfonodal <10mm 18 0 (0%) 1,0
>10mm 19 1(5%)
Numero linfonodos positivos 1 15 2 (11,8%) 0,055
>2 54 0(0%)
Invasdo estromal <10mm 13 1(7,1%) 0,45
>10mm 17 0(0%)
Invasdo angiolinfatica Ausente 8 1(11,1%) 1,0
Presente 9 0 (0%)
Invasdo perineural Ausente 10 1(9,1%) 1,0
Presente 4 0 (0%)
Grau  histologico Grau 1 29 0 (0%) 0,129
Graus 2 e 3 11 1(8,3%)

Tabela 10 - Correlagdo entre as expressdes imunoistoquimicas do HER3 no tumor
primario com as variaveis anatomopatoléogicas.

Expressdo de EGFR

Variavel Categoria  Negativa Positiva p
Tamanho tumor <4em 19 1 (5%) 0,53
>4em 4 123%)
Tamanho metastase linfonodal <10mm 15 0 (0%) 1,0
>10mm 16 1(5.9%)
Numero linfonodos positivos 1 13 2 (13,3%) 0,5
>2 50 0 (0%)
Invasdo estromal <10mm 11 2 (15,4%) 0,19
>10mm 16 0 (0%)
Invasdo angiolinfatica Ausente 6 2(25%) 0,18
Presente 10 0 (0%)
Invasdo perineural Ausente 8 2(9,1%) 0,52
Presente 5 0 (0%)
Grau  histologico Grau 1 25 1 (0%) 1,0

Graus2e3 11 0 (8,3%)
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Tabela 11 - Correlagdo entre as expressdes imunoistoquimicas do HER4 no tumor

primdrio com as variaveis anatomopatoldgicas.

Expressdo de EGFR

Variavel

Categoria  Negativa Positiva p
Tamanho tumor <4em 1 19 (95%) 0,027
>4cm 14 32(69.6%)
Tamanho metéstase linfonodal <10mm 4 12 (75%) 0,72
>10mm 13 (68,4%)
Nutmero linfonodos positivos 1 4 12 (75%%) 1,0
>) 12 40 (76,9%)
Invasdo estromal <10mm 2 12 (85,7%) 1,0
>10mm 3 14 (82.4%)
Invasdo angiolinfatica Ausente 2 7(77,8%) 1,0
Presente 3 7(70%)
Invasdo perineural Ausente 2 9 (81,8%) 0,54
Presente 2 3 (60%)
Grau  histologico Grau 1 6 22 (78,6%) 1,0
2 9 (81,8%)
Tabela 12 - Correlagdo entre as expressdes imunoistoquimicas do HER4 na
metastase linfonodal com as varidveis anatomopatologicas.
Expressdo de EGFR
Variavel Categoria  Negativa Positiva p
Tamanho tumor <4em ) 6 (75%) 1,0
~dem 4 9 (69.2%)
Tamanho metastase linfonodal <10mm 3 4 (57,1%) 0,63
>10mm 4 10 (71,4%)
Invasdo estromal <10mm 2 6 (75%) 1,0
>10mm 1 5(83,3%)
Invasdo angiolinfatica Ausente 2 2(77,8%) 0,46
Presente 0 2(70%)
Invasdo perineural Ausente 2 2 (50%) 1,0
Presente 0 1 (100%)
Grau  histologico Grau 1 1 7 (87,5%) 0,49
Graus2 e 3 1 2 (66,7%)
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6.5 DADOS DO SEGUIMENTO

O seguimento mediano foi de 17 meses, variando de 1 a 321 meses. Ao
término do seguimento, 32 (29,1%) pacientes encontravam-se vivas e sem cancer, 4
(3,6%) vivas com cancer, 55 (50%) mortes por cancer e 19 (17,3%) mortes por
outras causas. Houve 62 (56,4%) recidivas, sendo locais 23 (37,1%), linfonodais 19
(30,6%), a distancia 9 (14,5%) e locorregional associado a distancia em 11 (17,7%)

Casos.

6.6 SOBREVIDA LIVRE DE DOENCA

A sobrevida livre de doenca mediana foi de 25 meses (15-34), sendo 34,4%
em 5 anos.

As expressoes de EGFR, HER2, HER3 ¢ HER4 ndo apresentaram impacto
em sobrevida livre de doenca. As varidveis que tiveram impacto negativo na
sobrevida livre de doen¢a em analise univariada foram: linfadenectomia unilateral,
presenca de invasao perineural e presenca de extravazamento capsular (Tabelas 13-

15 e Figuras 12-17).
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Tabela 13 — Taxas de sobrevida livre de doenga (SLD) em fungdo das variaveis
clinicopatoldgicas e expressdes imunoistoquimicas nos tumores primarios.

Variavel Categoria SLD (%) em 5 anos p

Idade <70 anos 43,5%
>70 anos 24.3% 0.083

Tipo linfadenectomia Unilateral 30,4%
Bilateral 12,6% 0.004

Tamanho do tumor <dcm 44,6%
>4cm 31,2% 014

Tamanho metastase linfonodal <10mm 37,9%
>10mm 33,6% 0.54

Invasdo estromal <10mm 63,2%
>10mm 36,3% 0:10

Invasdo angiolinfatica Ausente 46,8%
Presente 15,6% 007

Invasdo perineural Ausente 55,4%
Presente 0% 0,009

Grau histologico Grau 1 33,9%
Graus 2 e 36,9 033

Extravazamento capsular Ausente 39,6%
Presente 15,6% 0-008

Numero linfonodos positivos 1 41,6%
> 33,7% 0,31

Lateralidade linfonodos Unilateral 37,3%
Bilateral 30,5% 020

Distancia da margem livre <8mm 20,1%
<8mm 44,1% 1,10

Tabela 14 — Taxas de sobrevida livre de doenga (SLD) em fungdo da expressoes
imunoistoquimicas nos tumores primarios.

Variavel Categoria SLD (%) em 5 anos p
Negativa 33,4%

Expressao do EGFR Positiva 30.2% 0,94
Negativa 32,8%

Expressao do HER2 Positiva 0% 0,94
Negativa 31,2%

Expressdo do HER3 Positiva 100% 0,33
Negativa 35,7%

Expressao do HER4 0,12

Positiva 31,8%
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Tabela 15 — Taxas de sobrevida livre de doenca (SLD) em fungdo da expressoes
imunoistoquimicas da metéstases linfonodais.

Variavel Categoria SLD (%) em 5 anos p
. Negativa 40,4%
Expressao do EGFR .. 0,57
Positiva 43,2%
Negativa 66.7%
Expressdo do HER4 . ’ 0,23
P Positiva 30,7% ’
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Figura 12 — Curvas de sobrevida livre de doenga em relagdo as expressoes

imunoistoquimicas do EGFR no tumor primario. p: 0,94
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Figura 13 — Curvas de sobrevida livre de doenga em relagdo as expressoes
imunoistoquimicas do EGFR na metéstase linfonodal. p: 0,57
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Figura 14 - Curvas de sobrevida livre de doenca em relagdo as expressdes

imunoistoquimicas do HER2 no tumor primario. p:0,94
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Survival Functions
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Figura 15 - Curvas de sobrevida livre de doenca em relagdo as expressdes
imunoistoquimicas do HER3 no tumor primario. p: 0,33
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Figura 16 — Curvas de sobrevida livre de doenga em relagdo as expressoes

imunoistoquimicas do HER4 no tumor primario. p: 0,12
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Figura 17 — Curvas de sobrevida livre de doenga em relagdo as expressoes

imunoistoquimicas do HER4 na metastase linfonodal. p: 0,23

6.7 SOBREVIDA GLOBAL

A sobrevida global mediana foi de 33 meses, sendo de 45,3% em 5 anos.

As expressoes de EGFR, HER2, HER3 e HER4 ndo apresentaram impacto

em sobrevida global. As varidveis que tiveram impacto negativo na sobrevida global

em analise univariada foram: invasdo estromal >10mm e presenca de extravazamento

capsular (Tabelas 16-18 e Figuras 18-23).




Tabela 16 - Taxas

de sobrevida global
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(SG) em fungdo das varidveis

clinicopatologicas.
Variavel Categoria  SLD (%) em 5 anos p
Idade <70 anos 38% 0.12
>70 anos 30,1%
Tipo linfadenectomia Unilateral 30,4% 0.08
Bilateral 49%
Tamanho do tumor <4cm 53% 031
>4cm 42%
Tamanho metastase linfonodal <10mm 67,7% 031
>10mm 37,5%
Invasdo estromal <10mm 77%
0,018
>10mm 42,1%
Invasdo angiolinfatica Ausente 56,6% 038
Presente 34,2%
Invaséo perineural Ausente 58% 0.11
Presente 22,2%
Grau histologico Grau 1 44,5% 0.88
Graus2 e 3 39,6%
Extravazamento capsular Ausente 39,6% 0.08
Presente 15,6%
Extravazamento capsular Ausente 37,9% 0.05
Presente 9,7%
Numero linfonodos positivos 1 42.2% 0.08
>2 31,7%
Distancia da margem livre <8mm 34% 02
<8mm 49% ’
Tabela 17 - Taxas de sobrevida global (SG) em fungdo da expressoes
imunoistoquimicas nos tumores primarios.
Variavel Categoria SLD (%) em 5 anos p
Expressio do EGFR I:(fij:]\;a 1(7)::;/: 0,79
Expressio do HER2 I::i?it:;a 4(())’3;% 0,79
Expressao do HER3 I:s;gi?it:;a 1307(;);) 0,35
Expressao do HER4 I:;ij:]\;a ;;:;://: 0,39
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Tabela 18 — Taxas de sobrevida global (SG) em fun¢do das expressoes
imunoistoquimicas das metéstases linfonodais.

Variavel Categoria SLD (%) em 5 anos p
N Negativa 59,3% 0,83
Expressao do EGFR ..
Positiva 58,4%
E 50 do HER4 Negativa 62,5% 0,56
xpressao do e
P Positiva 52,6%
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Figura 18 — Curvas de sobrevida global em relagdo as expressdes imunoistoquimicas

do EGFR no tumor primadrio. p:0,79
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Survival Functions
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Figura 19 — Curvas de sobrevida global em relagdo as expressdes imunoistoquimicas

do EGFR na metastase linfonodal. p: 0,83
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Figura 20 — Curvas de sobrevida global em relagdo as expressdes imunoistoquimicas

do HER2 no tumor primario. p: 0,79
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Survival Functions
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Figura 21 — Curvas de sobrevida global em relagdo as expressdes imunoistoquimicas
do HER3 no tumor primario. p: 0,35
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Figura 22 — Curvas de sobrevida global em relagdo as expressdes imunoistoquimicas

do HER4 no tumor primario. p:0,39
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Figura 23 — Curvas de sobrevida global em relagdo as expressdes imunoistoquimicas

do HER4 na metastase linfonodal. p:0,56
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7 DISCUSSAO

Desde a década de 80, foram intensificados os estudos relacionados ao
tratamento do cancer de vulva (HACHER 1999). Os mais significantes avancos
incluiram: individualizacdo do tratamento para doengas invasivas (IVERSEN et al.
1981; HACKER et al. 1984), a introdu¢do de tratamento multidisciplinar (HACHER
1999), tratamento conservador da vulva em pacientes com tumor unifocal
(IVERSEN et al. 1981; BURRELL et al. 1988), omissdo de grandes dissec¢des em
pacientes com tumores T1 e ndo mais que 1 mm de invasdo estromal (IVERSEN et
al. 1981; HACKER et al. 1984), eliminacdo da rotina de linfadenectomia pélvica
(CURRY et al. 1980; HOMESLEY et al. 1986), o uso de incisdes separadas para a
disseccdo linfonodal (HACHER et al. 1981), omissdo da dissec¢do linfonodal
contralateral em pacientes com tumores T1 de localizagdo lateral e linfonodo
ipsilateral negativo (FIGGE e GAUDENZ 1974; IVERSEN et al. 1981; HACHER et
al. 1984;), uso de radioterapia pré-operatoria na tentativa de evitar a exenteragdo em
pacientes com doenca avancada (BORONOW 1973, HACHER et al 1984), o uso de
radioterapia pds-operatoria para diminuir a incidéncia de recorréncia local em
pacientes com multiplos linfonodos comprometidos (HOMESLEY et al. 1986), a
pesquisa de linfonodo sentinela para evitar as linfadenectomias radicais em pacientes
com cancer de vulva inicial (MAKAR et al. 2001; VAN DER ZEE et al. 2008;),
quimioterapia para pacientes com cancer de vulva avancado (LEISEROWITZ et al.

1997; BERIWAL et al. 2008;) e ressec¢do de linfonodos “bulky” positivos sem
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completa dissec¢do linfonodal para diminuir o risco de linfedema antes da
radioterapia sem comprometimento de sobrevida (HYDE et al. 2007).

Em nossa casuistica, de janeiro de 1980 a junho de 2016, em relagdo a
cirurgia do tumor primario, de 110 pacientes com metastase linfonodal, 102 (92,7%)
foram submetidas a vulvectomia radical e 8 (7,3%) a ressec¢do local ampliada. Vinte
e quatro (21,8%) pacientes foram submetidas a reconstru¢do com retalhos
miocutaneos (gracil, 20; reto abdominal 2; fascia lata 1; gliteo 1). Oitenta e trés
(75,4%) pacientes foram submetidas a linfadenectomia inguinal bilateral e 27
(24,6%) a linfadenectomia inguinal unilateral. Dezoito (16,4%) casos foram também
submetidos a linfadenectomia pélvica.

Sobre consideragdes prognosticas e também terapéuticas, a familia ERBB
(HER1 (EGFR), HER2, HER3 e HER4) tem sido identificada como um marcador de
progndstico em muitos canceres, incluindo mama (GAO et al. 2007), bexiga (WANG
et al. 2007), colon (WEI et al. 2011 ), cabega e pescogo (REIMER et al. 2007) e ndo-
pequenas células de cancer de pulmio (RAY et al. 2009). EGFR foi estudado
extensivamente em VSCC (carcinoma espinocelular de vulva) (BERCHUCK et al.
1990; JOHNSON et al. 1997; OONK et al. 2007). EGFR ¢ comumente expressa em
VSCC e tem sido sugerido para desempenhar um papel na transformagao maligna e
propagacao nodal (CLANCY et al. 2016).

Muito ja foi investigado em relagdo ao EGFR e cancer de vulva. DE MELO
MALIA et al. em 2013 indicaram que a positividade de expressdo da proteina EGFR
infere em um fenotipo tumoral mais agressivo. Foi observado que os tumores
positivos para o EGFR desenvolveram um perfil com maior profundidade na

invasdo, bem como a presenca de recorréncia da doenca. Entretanto, nenhuma
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associacdo a quaisquer outras caracteristicas tais como tipo histoldgico,
estadiamento, invasao perineural e vascular foram observados. Este fato pode ser de
alguma forma explicado pela presenca de marcagdo citoplasmatica e também pela
heterogeneidade intratumoral frequente observada dentre os casos estudados.

O estudo de JOHNSON et al. (1997) foi a primeira meng¢do de marcagdo
citoplasmatica do EGFR em tumores da vulva, observada em 5 de 61 pacientes, o
equivalente a 8,19% dos casos, mas nenhuma associacdo com caracteristicas clinicas
foi avaliada. Em DE MELO MAIA et al. (2013) 21,33% dos tumores apresentaram
marcacdo citoplasmatica e, a semelhanca de resultados relatados em estudos de
carcinoma de células renais, tumores com marca¢do de EGFR na membrana mostrou
pior sobrevida quando comparados com aqueles com a marcacdo estritamente
citoplasmatica (PU et al. 2009). Entre os tumores com qualquer marcagdo
citoplasmatica, nenhum apresentou metastases nodais e, portanto, esse tipo de
marcagdo de EGFR parece ter um potencial protetor na doenca.

E importante ressaltar que um novo papel para o EGFR, além da molécula de
transducdo de sinal tradicional, tem emergido. EGFR também pode funcionar como
um fator de transcricdo do sinal citoplasma-nicleo. Neste sentido, os diferentes
locais desta molécula no interior da célula podem ser associados com a progressao da
doenca e o prognostico (LANGNER et al. 2004; PU et al. 2009). Assim, a
caracterizagdo da localizagdo do EGFR pode ser importante para a terapia de gene-
alvo e ndo deve ser considerada como um dado isolado na carcinogénese da vulva.
Outra caracteristica importante investigada no estudo DE MELO MAIA et al. 2013
foi a heterogeneidade intratumoral do EGFR. Esta caracteristica também foi

observada por BRUSTMANN (2007) em carcinomas da vulva. Dentre os casos do
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primeiro estudo, a heterogeneidade do tumor foi associada a presenca de metéstase
linfonodal, mas n3o ao nivel da invasdo do tumor. Isto sugere que os tumores
heterogéneos apresentam subclones com um potencial metastatico, em vez de
agressividade local, que corroboram com menores proporgdes de sobrevida do grupo
de pacientes com tumores heterogéneos. Por conseguinte, a heterogeneidade tumoral
parece estar associada com mau prognoéstico. A heterogeneidade de EGFR pode
também ter importancia quando se trata, principalmente, de terapia-alvo.

Inibidores de tirosina-quinase anti- EGFR foram demonstrados como
eficazes (1) no tratamento do cancer de vulva localmente avancado em que a
abordagem cirurgica primaria estd muitas vezes associada com elevada morbidade e
mortalidade (OLAWAIYE et al. 2007), (2) combinada com a terapia com cisplatina,
conforme mostrado por RICHARD et al. (2008), em um relato de caso onde uma
resposta parcial de paliagdo dos sintomas por 5 meses, foi obtido em um recorrente
carcinoma metastatico vulvar e, mais recentemente, (3) um ensaio clinico de Fase II
esta avaliando erlotinib no tratamento dos carcinomas da vulva e onde beneficios
clinicos ja foram observados (HOROWITZ et al. 2012).

O EGFR ¢ descrito, ndo s6 como um marcador de prognoéstico da neoplasia
da wvulva, como mostrado anteriormente, mas também como uma ferramenta
poderosa para a previsao da resposta terapéutica e terapia-alvo. No entanto, uma
questdo importante a ser abordada ¢ a utilizacdo de pequenas bidpsias e/ou
Microarranjos de Tecido (TMA) como uma ferramenta para analisar o EGFR no
cancer de vulva.

A nossa amostra foi avaliada através de TMA e os resultados demonstraram

auséncia de correlacdo entre a marca¢do por imunoistoquimica entre o tumor
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primario e a metastase. As diferencas de expressao de EGFR entre os dois sitios,
podem sugerir uma possivel heterogeneidade da marcacdo do EGFR no cancer de
vulva ou mesmo a real diferenca entre a expressdao do tumor primario e da metastase.
Isto também tem sido amplamente relatado em outros estudos, principalmente na
area de cancer de pulmao (JAKOBSEN et al. 2013; BAI et al. 2013; GROB et al.
2013), onde pode ter importancia na resisténcia a terapia alvo (JAKOBSEN et al.
2013; BAl et al. 2013; GROB et al. 2013)

Com relagdo a aplicabilidade clinica envolvendo o EGFR e o cancer de vulva,
em 2007, Olawaiye et al. publicaram os dois primeiros casos de carcinoma de células
escamosas localmente avangado tratado com erlotinib na dose de 150 mg por dia.
Respostas dramaticas foram observadas em ambos os casos antes da terceira semana
de tratamento, mas ambos os pacientes morreram de varias co-morbidades ¢ a
duracdo das respostas foi limitada (1 e 2 meses) (OLAWAIYE et al. 2007).

O erlotinibe ¢ um medicamento oral de boa tolerabilidade. Nesta visdo,
aparece como um tratamento atraente para o carcinoma de vulva avangado. Outros
inibidores de EGFR foram investigados para o tratamento de carcinoma de células
escamosas. Uma combinacgdo de cetuximabe (anticorpo monoclonal anti-EGFR) e
cisplatina foi eficiente em um paciente com carcinoma de vulva metastatico
recorrente (RICHARD et al. 2008). Gefitinib, outro inibidor de EGFR combinado
com trastuzumab, um anti-HER2 (receptor do fator de crescimento epidérmico
humano 2) foi investigado em uma linhagem de carcinoma de vulva humano (A431),
e parece aumentar a radiossensibilidade (FUKUTOME et al. 2006 ).

Anticorpos monoclonais (mAbs) e inibidores de pequena molécula alvo

EGFR e HER2 apresentam beneficios clinicos no tratamento de vérios tipos de




58

canceres, mas sua eficacia clinica ¢ limitada pela ocorréncia de resisténcia as drogas.
HER3 ¢ o parceiro preferencial de dimerizacdo do HER2 e esta bem estabelecido que
a HER3 desempenha um papel importante na resisténcia a medicamentos de terapias
de EGFR e HER2-multiplataforma. Atualmente, anti-HER3 estdo em diferentes fases
de desenvolvimento clinico. No entanto, a falta de biomarcadores estabelecidos
tornou mais desafiador estratificar os pacientes de cancer a quem terapias
direcionadas a0 HER3 poderiam ser mais eficazes (NINGYAN et al. 2016). Em
nossa amostra, houve expressao de EGFR, HER2, HER3 ¢ HER4 nos tumores
primarios em 28,8%, 2,8%, 3% e 76,8% dos casos, respectivamente.

Em relagdo as expressdes imunoistoquimicas de EGFR e HER4 nos
linfonodos inguinais metastaticos, foi positiva em 48,1% e 69,6% dos casos,
respectivamente. Nao houve expressdo imunoistoquimica de HER2 ¢ HER3 nos
linfonodos inguinais metastaticos. Nao foram encontradas relagdes entre as
expressdes imunoistoquimicas de EGFR, HER2, HER3 e HER4 entre os tumores
primarios e as metastases linfonodais.

Com relagdo a aplicabilidade clinica, o EGFR e o HER2 tém sido
extensivamente explorados em oncologia clinica e varios firmacos atualmente os
direcionam terapeuticamente. No entanto, o HER3 e o HER4 ainda sdo pouco
explorados. Com relagdo ao HER4, seu significado como um alvo terapéutico
potencial permanece praticamente inexplorado, apesar de HER4 ser superexpresso
ou mutado em muitos tumores sélidos.

Ao contrario do EGFR e o HER2, os dois membros mais estudados na
familia ERBB, o HER4 permanece em grande parte inexplorado em oncologia

clinica como um alvo potencial. Varios estudos relataram mutagdes ativadoras no
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HER4 no melanoma e no cancer de pulmao (PRICKETT et al. 2009). A expressao
alterada de ERBB4 foi observada em cancer de mama, neuroblastoma, cancer de
pulmao de ndo pequenas células e cancer de colon (GRABINSKI e EWALD 2014,
WILLIAMS et al. 2015; KURPPA et al. 2016). A superexpressao do HER4 esta
associada ao aumento do potencial metastatico no sarcoma de Ewing
(MENDOZA-NARANIJO et al. 2013), mau prognostico no cancer de mama triplo-
negativo (KIM et al. 2016) e resisténcia a drogas em canceres de ovario
(GILMOUR et al. 2001). Embora muitas das drogas direcionadas a familia do
ERBB possam potencialmente inibir o HER4, ndo foram realizados estudos
sistematicos para resolver esse problema.

O EGFR ja tem sido estudado extensamente em cancer de vulva, alguns
estudos estendem a avaliagdo ao HER2. No entanto, sem protocolos aprovados de
tratamento clinico. Por outro lado, ndo existe na literatura trabalhos analisando o
HER3 ¢ HER4 em cancer de vulva, nem no tumor primario, nem em metastase.
Trata-se da primeira vez que este estudo ¢ realizado, possibilitando perspectivas
para andlises futuras assim como acontece com o EGFR e HER2.

O que temos hoje como padrido para os casos avangados mostra que a
recorréncia ocorre em cerca de metade dos pacientes apds o tratamento primario,
incluindo cirurgia com ou sem quimioradioterapia (LUPI et al. 1996). Tanto o
tratamento quanto o resultado dependem do local e da extensdo da recorréncia.
Recorréncias locais sem envolvimento de nédulo regional podem ser gerenciadas
com sucesso em muitos casos por excisdo local repetida e / ou radioterapia,
proporcionando uma taxa de sobrevida de 5 anos aproximada de 56%. Lesdes

recorrentes na area do linfonodo ndo passiveis de cirurgia ou radioterapia, bem como




60

em locais distantes, sdo mais dificeis de tratar ¢ a taxa de sobrevida em 5 anos ¢
geralmente menor que 5% (LUPI et al. 1996).

O papel da quimioterapia, nesse cendrio, ¢ muito limitado e o objetivo ¢é
apenas paliativo. Os farmacos que t€m sido utilizados incluem cisplatina, bleomicina,
metotrexato e mais recentemente paclitaxel e vinorelbina com actividade minima em
pacientes frequentemente pré-tratados intensamente (DEPPE et al. 1979). Existe
claramente a necessidade de abordagens terap€uticas mais eficazes.

Em resumo, um corpo crescente de literatura sugere que, enquanto o0s
membros da familia ERBB tém valor prognostico limitado em canceres
ginecoldgicos, eles ainda representam potenciais alvos terapéuticos. Existe um
grande abismo entre os promissores resultados in vitro e aqueles dos ensaios clinicos
de ambos os inibidores de agente Unico, bem como regimes combinatérios de
inibidores da familia ERBB e quimioterapia.

Virias observagdes desses ensaios podem ser feitas. Em primeiro lugar, a
maioria dos ensaios é realizada em pacientes com pré-tratamento intenso. E possivel
que a resposta a qualquer agente seja baixa nessa populacdo. Em segundo lugar,
muitos dos ensaios clinicos foram realizados em pacientes nio selecionados, e
poucos investigaram a expressdo da familia ERBB ou mutagdes especificas como
parametros de traducdo. A eficacia desses agentes em ensaios clinicos até este ponto
pode ndo ser culpa do agente, mas sim de um projeto de teste ineficaz. A fim de
identificar com precisdo o subgrupo de pacientes que responderdo a esses agentes, 0s
ensaios clinicos devem comecgar a incluir a biologia molecular em seu desenho

experimental.
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Avancos da biologia molecular proporcionaram maior compreensao do
cancer de vulva. Com isso veio uma melhor apreciacdo dos caminhos bioldgicos e
mutagdes que impulsionam o seu desenvolvimento e progressdo. Enquanto muitos
novos tratamentos t€ém mostrado beneficio em outras malignidades ginecologicas e
canceres associados a HPV, a investigacao clinica do cancer de vulva com terapias
alvos ainda ¢é inicial. O conhecimento avangado da base molecular do cancer de
vulva vem como oportunidade para melhorar o tratamento deste tipo de cancer

negligenciado.
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CONCLUSOES

Em nosso estudo, podemos concluir:

Foi encontrada expressdao imunoistoquimica de EGFR, HER2, HER3 ¢ HER4
no tumor primdrio ¢ de EGFR ¢ HER4 nos linfonodos inguinais metastaticos.
Nao houve expressao imunoistoquimica HER2 e HER3 nos linfonodos
inguinais metastaticos. A expressao imunoistoquimica de HER-4 foi mais
frequente em tumores <4cm quando comparados a tumores >4cm. Nao houve
relagdo estatisticamente significativa entre as expressoes de EGFR, HER2 e
HER3 e as varidveis anatomopatoldgicas.

As expressoes de EGFR, HER2, HER3 ¢ HER4 nao tiveram impacto em

sobrevida livre de doenca ou sobrevida global.
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