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RESUMO

Rocha AML. Alteragcbes em genes supressores de tumor em carcinoma
de vulva: correlacdo com fatores progndésticos anatomo-patolégicos,
dados clinicos, infeccdo por HPV e expressédo de proteinas. Sao Paulo;
2011. [Dissertacdo de Mestrado-Fundacao Anténio Prudente].

Introducdo: O carcinoma de vulva € um tumor de baixa ocorréncia, sendo
responsavel por menos de 3% de todas neoplasias femininas. Sua
incidéncia é de 1,8 a 20 para 100.000 mulheres, dependendo da faixa etaria
de abrangéncia. Em mulheres jovens a ocorréncia da doencga esta atrelada a
fatores de risco como por tabagismo e infeccdo por HPV,e em mulheres
acima dos 50 anos esse cancer ocorre por mecanismos genéticos ainda
pouco elucidados. Objetivo: Identificar alteragdes em genes supressores de
tumor, buscando correlacionar estas alteracbes com a presenga de infecgéo
por HPV para a determinagdo de valores progndsticos em carcinomas de
vulva. Métodos: 139 casos de cancer de vulva foram selecionados dos
prontuarios do Departamento de Anatomia Patoldégica do Hospital A. C.
Camargo. Foram avaliadas alteracbes em genes supressores de tumor
através de técnicas de IHQ e FISH e gqRT-PCR. Resultados: A idade das
pacientes incluidas nesse trabalho variou entre 15 e 98 anos com uma
mediana de 71 anos. A infeccdo por HPV estava presente em 41% dos
casos. A relagao entre a IHQ e as variaveis clinicas e anatomo-patologicas
nao demonstrou nenhuma relagdo com a infeccéo por HPV, e somente p14
demonstrou relacdo com a sobrevida das pacientes.As reacdes de FISH
demonstraram perda de um ou dois alelos de PTEN e TP53 em 3% e 6,3%
dos casos, respectivamente. A avaliagdo da expressao génica demonstrou
maior expressdo nas amostras tumorais quando comparadas as amostras
normais para CDKN2A (p14 e p16) e TP73, o contrario foi observado para
CDKN1A, TP53 e PTEN. Conclusdes: A expressao protéica de p14
representa pior progndéstico para as pacientes acometidas por carcionoma
vulvar, enquanto as demais avaliadas ndo podem ser consideradas para
essa finalidade.



SUMMARY

Rocha AML. [Tumor suppressor genes alterations in vulvar carcinoma:
correlation with pathological and clinical data, HPV infection and
protein expression]. Sdo Paulo; 2011. [Dissertacédo de Mestrado-Fundacao

Antdnio Prudente].

Backgroud: Vulvar carcinoma is a tumor of low occurrence, accounting for
less than 3% of all female cancers. Its incidence varies from 1.8 to 20 per
100,000 women, depending on the age of coverage. In young women the
occurrence of the disease is linked to risk factors such as smoking and
infection by HPV, and in women over 50 years the cause of this cancer is
poorly understood. Aims: Identify changes in tumor suppressor genes, trying
to correlate these changes with the presence of HPV infection to determine
prognostic values in vulvar carcinomas. Methods: 139 cases of vulvar
carcinomas were selected from the files of the Department of Anatomic
Pathology, Hospital A. C. Camargo. We assessed changes in tumor
suppressor genes through FISH, IHC and gRT-PCR. Results: The age of the
patients included in this study varied between 15 and 98 years with a median
of 71 years. HPV infection was present in 41% of cases. The relationship
between the IHC and the clinical and anatomic-pathological data showed no
relationship to HPV infection, and only p14 correlated with survival of
patients. FISH showed a loss of one or both alleles of PTEN and TP53 in 3%
and 5.3% of cases, respectively. The evaluation of gene expression showed
increased expression in tumor samples compared to normal samples for
CDKN2A (p14 and p16) and TP73. The opposite was observed for CDKN1A,
TP53 and PTEN. Conclusions: p14 protein expression represents a worse
prognosis for patients affected by vulvar carcionoma, while the other

evaluated can not be considered for this purpose.
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1  INTRODUCAO

1.1 O CANCER DE VULVA - CARACTERIZACAO E

EPIDEMIOLOGIA

Os tumores malignos sao responsaveis por grande parte da
morbidade e mortalidade na populagdo feminina (GUNVER et al. 2009). A
regido vulvar compreende os labios menores, labios maiores, clitoris e
introito vaginal. O cancer vulvar acomete a regiao externa do aparelho
reprodutor feminino (LEIBOWITCH et al. 1990).

O carcinoma vulvar € uma doenga rara que representa 3-5% de todos
os tumores malignos no trato genital feminino (CREASMAN et al. 1997;
LANDIS et al. 1998; Nogueira et al. 2006). A incidéncia desse tumor cresceu
cerca de 2,4% ao ano entre os anos de 1992-1998 (JONES et al. 1997;
HOWE et al. 2001). Além disso, a partir de meados da década de 1980 a
1998, as taxas de mortalidade subiram em mulheres brancas e cairam em
mulheres negras (HOWE et al. 2001). O National Cancer Institute (NCI) dos
Estados Unidos estimou que 4,340 novos casos de céancer vulvar serao
diagnosticados no pais no ano de 2011, levando a morte 940 mulheres
(JOURA et al. 2000; NCI 2009). O mesmo instituto mostrou que a incidéncia
de cancer vulvar entre 2004 e 2008 para todas as ragas foi de 1,8 por
100.000 mulheres, no entanto, esse indice variou de 0,9 a 2,4 em asiaticas e

mulheres brancas, respectivamente (JOURA et al. 2000; NCI 2009).



No ano de 1992, Recife apareceu como uma das cidades com maior
incidéncia de cancer vulvar no mundo, com uma taxa de 4.6/100.000
mulheres por ano (PARKIN et al. 1992). Desde entédo, poucos dados tém
sido publicados, embora entre 2000 e 2005, Recife ainda aparecesse com
alta incidéncia quando comparada com outras cidades brasileiras (1,18 por
100.000 mulheres/ano). Outras cidades no mesmo periodo de tempo
mostraram elevada incidéncia, como Goiania (1,28 por 100.000
mulheres/ano) e Campo Grande (1,3 por 100.000 mulheres/ano) no entanto,
0 maior registro foi de Sao Paulo, com 1,44 por 100.000 mulheres/ano
(Ministério da Saude 2007). A frequéncia relativa de cancer vulvar entre
todos os canceres femininos em Sao Paulo permaneceu quase constante,
com taxas de 0,4 a 0,5% entre os anos de 2000 a 2004. A incidéncia de
cancer vulvar em mulheres com menos de 60 anos ndo chega a mais de
1,67 por 100.000 mulheres/ano, porém naquelas com mais de 60 anos esta
taxa cresce rapidamente atingindo 20,87 por 100.000 mulheres/ano nas
mulheres com mais de 85 anos de idade (Ministério da Saude 2007).

Essa doenga ndo possui sinais e sintomas caracteristicos, porém
entre os sintomas mais comumente observados estdo o prurido vulvar,
ardor, sangramento, nddulo ou ulceracao e areas da pele com cor e textura
alteradas (STROUP et al. 2008). Cerca de 10% das doentes séo
assintomaticas. Os tratamentos seguem o preconizado pela Federagao
Internacional de Ginecologia e Obstetricia (FIGO) e variam de tratamentos
superficiais e pequenas cirurgias até vulvectomias radicais com

linfadenectomia (PECORELLI 2009).



Estudos prévios consideravam o carcinoma vulvar como uma
enfermidade de mulheres em idade avancada (American Cancer Society-
ACS 2011) (com idades entre 65 e 75 anos) (MESSING e GALLUP 1995),
no entanto, nas ultimas décadas sua incidéncia tem aumentado em
mulheres mais jovens (NCI 2009; LANNEAU et al. 2009), possivelmente
devido a maior frequéncia de lesdes precursoras do tipo neoplasia intra-
epitelial vulvar (NIV) e sua associacédo com a infecgdo pelo Papilomavirus
Humano (HPV) (LANNEAU et al. 2009; WOELBER et al. 2009). Além disso,
associagdes do virus HPV com o tabagismo ja foram estudadas, sugerindo
que nesses casos 0 fumo pode estar associado ao risco aumentado de
desenvolvimento do carcinoma vulvar devido as vias imunossupressoras
(HUSSAIN et al. 2008). Além desses, o risco de desenvolver a doenga
também pode estar atrelado a aspectos hormonais, reprodutivos,
comportamentais e genéticos tais como a presencga de doencgas inflamatorias
cronicas, presenca ou histdrico de verrugas genitais e/ou outros carcinomas
genitais (PINTO 2002; DAVIDSON et al. 2003), além de idade avangada
(PINTO 2002).

As NIVs sao classificadas quanto a sua relacdo ou ndo com a
infeccdo por HPV, sado elas: usual (classica, ou bowendide) quando
associada a infecgao por HPV, ou diferenciada (ou simplex) quando nao esta
associada a infecgcao por HPV. A primeira ocorre predominantemente em
pacientes mais jovens e tende a ser multifocal e multicéntrica, ja a segunda

acomete mulheres mais velhas e € menos comum que a NIV usual, além de



poder estar associada ao Liquen Escleroso, uma desordem nao-neoplasica

da regiao vulvar (VAN SETERS et al. 2007).

1.2 ASPECTOS ANATOMO-PATOLOGICOS

Dos carcinomas vulvares invasivos os tumores epiteliais escamosos
representam a grande maioria dos casos (90%), e podem ser divididos em
subtipos histologicos distintos, designados como basaldide, condilomatoso,
verrucoso e ceratinizado/nao ceratinizado, sendo que os dois primeiros
estdo relacionados a infeccdo por HPV, enquanto os de tipo verrucoso e
ceratinizado/n&do ceratinizado parecem nao ter relacdo com este tipo de
infeccdo viral (KURMAN et al. 1993; KNOPPet al. 2006, 2009).

O tipo viral de HPV mais comum entre os canceres vulvares € o HPV
16 (DENNY e NGAN 2006; INSINGA et al. 2008) que € um tipo de alto risco
de malignidade (zur Hause 2002). Tanto ele quanto os demais tipos de HPV
possuem em seu genoma viral genes que codificam as oncoproteinas E6 e
E7, que sdo capazes de imortalizar, independentemente, diversos tipos de
células humanas em cultura, embora a eficiéncia de imortalizagcao seja maior
quando ambas s&o expressas ao mesmo tempo (ZUR HAUSEN 2002).
Essas proteinas possuem essa capacidade por interagirem, regularem e
degradarem os supressores tumorais pRb e p53, respectivamente (ZUR
HAUSEN 2002). Esta capacidade de imortalizagdo n&o é observada entre os

HPVs de baixo risco (ZUR HAUSEN 2002).



1.3 GENES SUPRESSORES DE TUMOR

O mecanismo de tumorigénese é complexo e envolve diversos
processos cumulativos de alteragdes genéticas, tais quais mutagdes,
inser¢cdes, perda de heterozigose, delegdes, entre outras, bem como
ativagcdo de oncogenes e alteragdes epigenéticas. Como mecanismo de
defesa frente a essas alteragdes, dezenas de genes supressores tumorais
atuam inibindo a progressédo no ciclo celular, favorecendo a apoptose ou
reparando o DNA, e portanto, podem ter um papel relevante no cancer de
vulva (PLASS 2002).

S&o inumeras as vias de controle ao ciclo celular, e muitas delas
interagem promovendo interferéncias na proliferagao celular, seja por parada
no ciclo celular, seja promovendo apoptose. Nesse contexto se destacam as
vias ARF/MDM2/p53 e INK4/ciclina-CDK/pRb que possuem diversas
interagbes com outras proteinas (STOTT et al. 1998; SHERR e ROBERTS
1999; KNOPP et al. 2009).

Na via ARF/MDM2/p53 a proteina p14 atua degradando MDM2
consequentemente estabilizando p53 (STOTT et al. 1998). Essa ultima, por
sua vez, atua em duas vertentes, uma promovendo a apoptose e a outra
levando a expressao de p21, uma proteina membro da familia das inibidoras
de CDKs (CDKI) (STOTT et al. 1998). As CDKIls s&do compostas por diversas
proteinas, entre elas a p16, p21 e p27, que regulam negativamente os
complexos ciclina-CDK, impedindo que o produto do gene do retinoblastoma

(pRb) seja fosforilado, dessa forma impedindo a progress&o no ciclo celular



(SHERR e ROBERTS 1999; DU e POGORILER 2006). Além disso, existem
proteinas com grande homologia a p53 capazes de atuar sobre seus alvos,
sdo elas a p63 e a p73 (DEYOUNG e ELLISEN 2007; PIETSCH et al. 2008).

A atuacao dessas proteinas € dependente de uma fina regulagao
celular, e podem ser alteradas por meio de agdo de agentes externos, sendo
o HPV um dos principais exemplos. (ZUR HAUSEN 2002). As proteinas E6 e
E7 dos tipos de HPV considerados de alto risco, atuam sobre p53 e pRb

respectivamente, inibindo-as ou degradando-as (ZUR HAUSEN 2002).

1.3.1 Gene Retinoblastoma (RB)

O gene RB controla o ciclo e a diferenciagao celular, e para isso o
produto desse gene (pRb) interage com diversas proteinas, sendo o fator de
transcricdo E2F uma das mais conhecidas (DU e POGORILER 2006). Em
carcinomas vulvares ja foi observada uma diminuicdo progressiva na
expressao de pRb2/p130 em alteragdes nao neoplasicas, NIVs e carcinomas
invasivos, respectivamente (ZAMPARELLI et al. 2001). Contrastando com
esse achado esta o estudo conduzido por KNOPP et al. (2006) que
encontrou pRb e pRb fosforilada muito expressas em, respectivamente,
93,5% e 41,5% dos casos de carcinomas vulvares. Achado semelhante foi
percebido por LERMA et al. (2002) em um estudo envolvendo um numero
pequeno de casos. Nesse estudo 21% das amostras demonstraram
auséncia de pRb e por isso sugeriram que a perda de expressao dessa

proteina esteja envolvida com eventos secundarios do tumor. A expressao



anormal de pRb também ja foi associada a um pior progndstico (ROLFE et
al. 2001).
1.3.2 TP53, TP63 e TP73

Um dos supressores tumorais mais estudados é o gene TP53,
codificador da proteina p53 que, por sua vez, € envolvida na regulagéo do
ciclo celular entre as fases G1 e S, no reparo do DNA, na inibicao de
mutagdes espontaneas, na diferenciagao celular e na apoptose (LANE 1992;
VOGELSTEIN et al. 2000). Em vulva, um dos fatores que aparecem como
predisponentes para a carcinogénese € a desregulagdo em p53 e as
alteragdes em sua atividade (LEE et al. 1994). Essas alteragdes podem
ocorrer de duas formas no carcinoma vulvar: a primeira envolvendo a
oncoproteina E6 proveniente da infeccdo por HPV, que tem como funcao
degradar a p53, e a outra forma através de maneiras alternativas tais quais
mutagdes do gene TP53 que podem promover uma alteragao na proteina ou
até mesmo impedir que ela seja formada (KAGIE et al. 1997a). A maioria
dos estudos em carcinomas de vulva avalia o status de p53 e desses,
grande parte a relaciona com a infecgao por HPV (LEE et al. 1994, SANTOS
et al. 2006; KAGIE et al. 1997a). Nos estudos de SANTOS et al. (2006) e
KAGIE et al. (1997a) p53 foi encontrada com alta expresséo em 6,2% e 33%
dos casos HPV-positivos e em 57-64,5% dos HPV-negativos.

As proteinas p63 e p73, codificadas pelos genes genes TP63 e TP73,
possuem como p53 um dominio de transativagdo amino-terminal (TAD), um
dominio de ligacdo ao DNA (DBD), e um dominio de oligomerizagao

caRBoxi-terminal (OD) (MURRAY-ZMIJEWSKI et al. 2006). Em TAD e OD,



tanto p63 quanto p73 possuem pouca similaridade com p53, porém no DBD
eles chegam a apresentar 60% de similaridade, incluindo a conservagao de
residuos essenciais de contato ao DNA (DEYOUNG e ELLISEN 2007;
PIETSCH et al. 2008). Essa similaridade permite que essas duas proteinas
regulem diversos genes alvos de p53, incluindo alguns envolvidos em
processos de apoptose e parada no ciclo celular (DEYOUNG e ELLISEN
2007; PIETSCH et al. 2008).

A proteina p63 possui duas principais formas, uma contendo a porgao
amino terminal (TA) homéloga a da p53, e outra com essa porgao ausente
(AN). A variante ANp63 age como repressora de transcrigdo de uma forma
dominante-negativa para opor a transativagdo promovida tanto por p53
quanto por TAp63 in vitro e in vivo (VAN BOKHOVEN e BRUNNER 2002;
HIGASHIKAWA et al. 2007). Em carcinomas vulvares a relagao entre p63 e
carcinomas vulvares ainda € pouco conhecida, apesar de ja se saber que
em uma linhagem celular de carcinoma vulvar a baixa expressao de ANp63a
promovida pela proteina Snail aumenta o poder de invasao das células
tumorais quando E-caderina também tem seus niveis reduzidos
(HIGASHIKAWA et al. 2007).

A p73 esta envolvida no ciclo celular, no reparo do DNA, na inibicdo
do crescimento celular e apoptose, geralmente atuando sobre genes
responsivos a p53, que também sao passiveis de ativacdo promovida pela
p73 (SCHABATH et al. 2006; GALLI et al. 2009). A p73, assim como a p63,
possui diversas isoformas geradas por splicings alternativos (DE LAURENZI

et al. 1998; UEDA et al. 1999; O’NIONS et al. 2001). Muitas dessas



isoformas sao expressas nos ceratindcios (DE LAURENZI, 1998) e em
epitélio vulvar as mais predominantes sdo as a e y (O’NIONS et al. 2001).
Outra particularidade da vulva é o fato de p73 perder a restricdo normal de
expressao nos tecidos basais e suprabasais quando o tecido esta acometido
por alguma NIV ou carcinoma (O’NIONS et al. 2001). Nesses casos a
expressao de p73 é observada em toda a extensdo do epitélio. Em um
estudo conduzido por O’'NIONS et al. (2001) a isoforma mais predominante
foi a A2 em alguns casos ela foi a unica detectavel. Essa isoforma esta

N

2001; FILLIPOVICH et al. 2001).

1.3.3 Inibidores de cinase dependentes de ciclinas (CDKI's)

Duas grandes familias de proteinas, que sdo chamadas de inibidoras
de cinases dependentes de ciclinas, sdo responsaveis pela inibicdo da
progressdo do ciclo celular. A familia INK4 consiste nas proteinas p15™<*,
p16™K*%3(p16), p18™K°c p19"NK4d ¢ atua inibindo CDK4 e CDK6, enquanto a
familia CIP/KIP é constituida pela p21WemCiP1 no7KP1 ¢ p57KP2 ¢ atua sobre
as ciclinas D, E e A (SHERR e ROBERTS 1999; KNOPP et al. 2009).

A p16, membro da familia INK4, € um importante supressor de tumor
ja bastante descrito em carcinomas vulvares. Ela atua inibindo a progresséo
do ciclo celular e, por isso, quando esta ausente permite um aumento na
fosforilagao de pRb, com subsequente liberacdo do fator de transcricdo E2F
(SHERR e ROBERTS 1999; MILDE-LANGOSCH e RIETHDORF 2003).

Esse processo pode ocorrer por diminuicdo da expressdao ou mesmo por
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mutacdes nessa proteina (MILDE-LANGOSCH e RIETHDORF 2003). A
expressao de p16 esta fortementente associada a infecgdo por HPV em
carcinomas vulvares (RUFFORNY 2005; SANTOS et al. 2006). Ja nos casos
em que ha diminuicdo ou auséncia de expressao o silenciamento por
mecanismos epigenéticos parece ser o principal mecanismo envolvido,
demostrando que esse provavelmente é um evento precoce, mas que é
insuficiente para a transformagao maligna (LERMA et al. 2002).

Diferente da familia INK4 que se liga as CDKs, a familia CIP/KIP
interage com o complexo ciclina-CDK (SHERR e ROBERTS 1999; LEE e
KIM 2009).

A CDKI p21 promove a parada no ciclo celular em G1 em resposta a
uma série de estimulos, entre eles a proteina p53 que medeia o checkpoint
induzido por dano ao DNA através da transativacdo de diversos genes
envolvidos na parada do ciclo celular e na apoptose (STOTT et al. 1998;
ABBAS e DUTTA 2009). Nos carcinomas vulvares a expressao de p21 foi
relacionada ao pior progndéstico em pacientes estadiadas como FIGO | e Il.
Nesses casos as mulheres acometidas pela doenca possuem uma sobrevida
menor (KNOPP et al. 2004).

A p27 é capaz de atuar sobre diversos complexos ciclina-CDK no
ciclo clelular e € um exemplar de CDKI cuja desregulagdo, e pouco
freqientemente a mutagao, é encontrada em diversos canceres (CHU et al.
2008; LEE e KIM 2009). Sua acgado de supressora tumoral ocorre no
compartimento nuclear, portanto quando translocada para o citoplasma sua

funcdo é prejudicada e um pior prognostico é atribuido a doenga
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(VERVOORTS e LUSCHER 2008). Em relagdo ao carcinoma vulvar a
marcagao nuclear para p27 é pouco observada, estando ausente em lesdes
pré-malignas, desordens epiteliais ndo neoplasicas e em tecido vulvar

normal (ZAMPARELLI et al. 2001; KNOPP et al. 2004).

1.3.4 CDKN2A (p14)

A p14"%F (p14) é codificada no mesmo locus INK4a/ARF que p16,
situado no cromossomo 9p21.23 (HABER 1997; LLOYD 2000). p14 exerce
sua fungéo supressora se ligando a MDM2 e inibindo a ubiquitinagao de p53,
assim permitindo sua estabilizacdo e a promog¢ao dos seus efeitos anti
tumorais (STOTT et al. 1998; KNOPP et al. 2009). A expressdo de p14
aumentada geralmente € acompanhada por um aumento na expressao de
MDM2, p53 e p21, porém existem muitos tumores em que p53 esta com sua
funcdo ou expressao comprometida por processos como a expressao da
oncoproteina viral E6 do HPV. Nesses tumores p14, mesmo expressa nao
possui efeito algum (STOTT et al. 1998; KNOPP et al. 2009). KNOPP et al.
(2006) encontraram correlagédo significativa entre os casos de carcinomas
vulvares HPV positivos e a expressdo aumentada de p14 que também foi
relacionada a uma maior sobrevida nas mulheres acometidas pelo

carcinoma vulvar.

1.3.5 PTEN
A proteina PTEN exerce um papel fundamental enquanto fosfatase

lipidica na supressdo do crescimento celular (MAEHAMA e DIXON 1998;
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MYERS et al. 1998; GOBERDHAN e WILSON 2003). Ela age antagonizando
os efeitos da PI3-cinase e seu substrato que ativa a Akt, que por sua vez
bloqueia a apoptose e estimula a proliferacado (GOBERDHAN e WILSON
2003). As mutagdes em PTEN s&o geralmente encontradas em uma série de
tumores incluindo os canceres endometriais, de prostata, glioblastomas e
melanomas (MAEHAMA et al. 2001; GOBERDHAN e WILSON 2003), e em
vulva essas alteracdes ja foram descritas em 60% dos casos de carcinoma

avaliados por HOLWAY et al. (2000).

1.3.6 BRCA1l

O gene BRCAL possui grande importancia no controle do ciclo celular
e principalmente em processos de reparo do DNA envolvendo
recombinagées homoélogas (WANG et al. 2001; ESTEVES et al. 2009). Ele é
muito estudado em céncer de mama, ovario e tuba uterina, e nesses sitios
sua relagdo ja € bem descrita principalmente com sindromes familiais de
mutagbes germinativas (ESTEVES et al. 2009; AL-MULLA et al. 2009).
Mulheres com mutagées no gene BRCA1 apresentam 80-90% mais riscos
de desenvolverem céncer de mama e 40-65% de sofrerem de céncer de
ovario (FORD et al. 1994; AL-MULLA et al. 2009). Existem mais de 1560
tipos de mutacbes descritas para esse gene, segundo o Breast Cancer
Information Core Database (BIC) (AL-MULLA et al. 2009). Diferentes
alteragcdes genéticas neste gene resultam em riscos diferentes ao
desenvolvimento de céncer. Em carcinomas vulvares a literatura é carente

de estudos da expressao destes genes.
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2 JUSTIFICATIVA

A literatura ainda é escassa e controversa a respeito da avaliagao
molecular do status dos genes supressores de tumor, bem como de sua
expressao protéica, em carcinomas de vulva. A importancia prognostica de
alteracbes de expressdo destas proteinas e alteragdes génicas ainda é
questionavel neste tipo de carcinoma. Desta forma, € necessario que se
determine a correlagao existente entre estes fatores, bem como elucidar
seus mecanismos de agao intracelular na patogénese do carcinoma de vulva
para melhorar a compreensdo no que se refere as particularidades
moleculares do cancer de vulva, contribuindo para o conhecimento dessa

neoplasia e para o delineamento progndstico mais acurado.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Identificar alteragbes em genes supressores de tumor, bem como
alteracbes de sua expressao protéica, buscando correlacionar estas
alteracbes com a presencga de infecgao por tipos especificos de HPV para a

determinagao de valores progndsticos para carcinomas de vulva.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1- Avaliar, através de imuno-histoquimica (IHQ), a expressdo das
seguintes proteinas provenientes de genes supressores de tumor:
BRCAA1, p14, p16, p21, p27, p53, p63, p73, PTEN e pRb;

2- Avaliar, através de hibridagao fluorescente in situ (FISH), polissomias,
monossomias, dele¢des ou amplificacbes dos seguintes genes: TP53
e PTEN;

3- Identificar, nas amostras com tecido a fresco disponivel, a expressao
dos seguintes genes: CDKN2A(p16), CDKN1A, CDKN1B, TP53,
TP63, TP73, CDKN2A(p14), RB, PTEN e BRCAL1 utilizando PCR
quantitativo em tempo real para a mensuragao de transcrito em tecido

a fresco;
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4- Comparar as alteragdes de expressao génica, tanto mRNA quanto
proteina, com infeccdo e subtipo infectante de HPV, fatores
prognésticos bem estabelecidos em anatomia patolégica, dados

clinicos das pacientes e tempo de sobrevida.



16

4 PACIENTES E METODOS

4.1 PACIENTES E ESPECIMES ANATOMO-PATOLOGICOS

Cento e trinta e nove carcinomas invasivos vulvares de diferentes subtipos
histologicos foram selecionados de forma retrospectiva e aleatéria dos
arquivos do Departamento de Anatomia Patolégica do Hospital A.C.
Camargo no periodo de janeiro 1979 a 2006. Foram considerados critérios
de inclusdo apresentar diagnostico anatomo-patolégico de carcinoma
epidermdide invasor da vulva, e de exclusdo os casos com radioterapia e
quimioterapia neoadjuvantes e os casos que ndo dipusessem de material
suficiente para as analises ou que apresentassem falta de informagdes
clinicas. As amostras em parafina foram obtidas do Arquivo da Anatomia
Patolégica do Hospital A.C. Camargo e as amostras de tecido a fresco foram
fornecidas pelo Biobanco da mesma instituicdo. A confirmagdo diagndstica
foi feita pela patologista Dra. Ménica Maria Agata Stiepcich por meio de
cortes histolégicos corados com HE e os blocos correspondentes foram
resgatados para a confecgdo de dois microarranjos de tecido para estudo
IHQ e FISH. Todas as dezesseis amostras de tecido a fresco com material
tumoral com borda normal pareada foram resgatadas do banco de tumores
do Hospital A C Camargo e o DNA e o RNA foram extraidos com auxilio do
Banco de Macromoléculas da mesma instituicdo. O DNA foi utilizado para a

realizacéo da tipagem de HPV enquanto o RNA foi utilizado para o PCR
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quantitativo em tempo real. A tipagem dos HPVs foi realizada por uma aluna
de doutorado membro do grupo de estudos em Carcinomas vulvares, lara
Sant’ana Rodriges, utilizando a metodologia AMPLICOR® HPV test LINEAR
ARRAY (ROCHE). A metodologia utilizada para a verificagdo da infec¢ao
pelo HPV permitiu também a avaliagdo dos tipos virais responsaveis pela
infecgdo. As reagdes foram realizadas utilizando o DNA dos tecidos a fresco
disponiveis e dos tecidos emblocados em parafina para aqueles casos que
nao dispunham de material congelado.

Os seguintes dados demograficos, clinicos e anatomo patoldgicos das
pacientes foram coletados dos prontuarios do hospital: etnia, estado civil,
escolaridade, uso de anticoncepcional, habitos etilicos e tabagistas, numero
de parceiros sexuais, de gestacbes e de partos, idade ao diagnéstico, a
menarca, a coitarca e a menopausa, sintomas e duracdo dos mesmos,
tratamentos cirdrgicos, quimioteripicos e radioterapicos, estadiamento,
presenca e padrao da recidiva, status no ultimo segmento, tipo histolégico,
invasdo vascular e perineural, metastase linfonodal e profundidade da

invasao.

4.2 A CONSTRUCAO DO MICROARRANJO DE TECIDO (TMA)

Os casos foram selecionados apds avaliagdo e revisdo por uma
patologista com grande experiéncia em tumores ginecologicos. Os blocos
dos tumores selecionados foram utilizados para construgado de dois TMAs e

as areas representativas dos tumores foram cuidadosamente selecionadas



18

em laminas coradas por HE. As areas tumorais selecionadas foram retiradas
do bloco doador e adicionadas ao bloco receptor com auxilio do Manual
Tissue Arrayer 1 (Beecher Instruments Micro-array technology, Silver Spring,
USA). Foram utilizados dois fragmentos de cada amostra, compreendendo
regides diferentes do tumor e depositadas de forma coordenada no bloco
receptor. Os fragmentos tumorais de 1,0 mm foram arranjados em duplicata
e com espaco de 0,2 mm entre as amostras. Os cortes seriados do bloco de
TMA foram depositados em Iaminas silanizadas (Starfrost®). Posteriormente,
as laminas passaram por um banho de parafina e foram armazenadas a -

20°C no freezer e foram posteriormente utilizadas para o estudo IHQ e FISH.

4.3 A IMUNO-HISTOQUIMICA (IHQ)

Foram realizados cortes de quatro micrémetros de espessura postos
em laminas com carga elétrica (StarFrost®). As laminas de TMA foram
acondicionadas overnight em estufa a 60°C para reduzir a camada de
parafina e por vinte minutos em xilol antes das reacdes. As reagdes foram
realizadas de forma automatizada no equipamento Benchmark XT®
(Ventana Medical Systems, Tucson, USA). As laminas foram identificadas
com etiquetas do préprio equipamento referentes ao protocolo padronizado
para as reacgdes e depois foram acomodadas nas termo-pads. A
recuperacdo antigénica e as reagdes de imuno-histoquimica foram
realizadas integralmente pelo proprio equipamento com reagentes da

mesma empresa responsavel pelo equipamento. Com exceg¢dao da
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pipetagem dos anticorpos toda a reacgao foi feita de forma automatizada,
com a bandeja de laminas fechada. Em seguida, as laminas foram lavadas
em agua corrente, desidratadas em alcool, xilol, e montadas em
equipamento automatizado (Tissue-Tek®/Prisma®/Film® - Sakura,

Torrance, California).

Tabela 1 - Anticorpos primarios utilizados nas reagdes de imuno-

histoquimica e suas respectivas diluicbes padronizadas.

Genes supressores de tumor

Proteina Clone Fabricante Diluicdo Padronizada
BRCA1 GLK2 DAKO 1:100
p14 DCS-240 Abcam 1:50
p16 Ab-3 NeoMarkers 1:400
p21 SX118 DAKO 1:25
p27 SX53G8 DAKO 1:100
p53 DO-7 DAKO 1:4000
p63 4A4 DAKO 1:100
p73 ER-15 Abcam 1:100
PTEN 6H2.1 Cascade 1:100
pRb 13A10 Novocastra 1:300

As laminas foram digitalizadas no equipamento APERIO® (APERIO®,
Vista, USA) e a andlise das imagens feita no programa analisador de

imagens (Scope, APERIO®, Vista, USA).



20

Os resultados das reagdes de IHQ foram definidos, em sua maioria, a
partir de scores adaptados de outros autores (Tabela 2) que avaliaram a
expressao dos marcadores incluidos nesse estudo, em carcinomas vulvares.
Foram feitas adaptagdes aos scores estabelecidos por outros trabalhos, para
adequar a metodologia de avaliagdo desses trabalhos a utilizada no
presente estudo. Aqueles marcadores que nao dispunham de trabalhos
disponiveis em carcinomas vulvares foram escolhidos de acordo com os
clones utilizados para que as variacbes em relagdo a marcacao fossem
minimizadas. A extratificacdo dos resultados foi feita subdividindo os casos
em negativos, fraco positivos e forte positivos. Essa estratificagdo foi
mantida para todos os marcadores com excecdo do p14 que apresentou
marcagao nucleolar, ndo passivel de avaliacdo pelo equipamento avaliador
de marcacdo. Nessa avaliagdo a extratificacdo foi feita em negativos e

positivos.
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Tabela 2 - Scores estabelecidos em estudos anteriores para a avaliagéo IHQ
da expressao das seguintes proteinas supressoras de tumor: p14, p16, p21,
p27, p53, p63, p73, pRb, PTEN e BRCA1.

Marcadores e scores

Referéncia(s)
Knopp et al.
2006

Nogueira et al.
2006

Knopp et al.
2004

Zamparelli et al.

2001

Knopp et al.
2004

Kagie et al.
1997aeb

Knopp et al.
2004
Nogueira et al.
2006

Marcador
p14

p16

p21

p27

p53

Status
Positivo

Negativo

Fraco positivo

Forte positivo

Negativo

Fraco positivo

Forte positivo

Negativo

Fraco positivo

Forte positivo

Negativo

Fraco positivo

Forte positivo

Scores
Qualquer marcagao em mais de 5% das
células

Casos com 0 ou 1 de intensidade de
marcagao

Casos com 2 ou 3 de intensidade com
menos de 5% das células marcadas
Intensidade 2 ou 3 com marcagao
presente entre 5% e 50% das células
Intensidade 2 ou 3 com marcagao
presente em mais de 50% das células

Casos com 0 ou 1 de intensidade de
marcagao

Casos com 2 ou 3 de intensidade com
menos de 5% das células marcadas
Intensidade 2 ou 3 com marcagao
presente entre 5% e 50% das células
Intensidade 2 ou 3 com marcagao
presente em mais de 50% das células

Casos com 0 ou 1 de intensidade de
marcagao

Casos com 2 ou 3 de intensidade com
menos de 5% das células marcadas
Intensidade 2 ou 3 com marcagao
presente entre 5% e 50% das células
Intensidade 2 ou 3 com marcagao
presente em mais de 50% das células

Casos com 0 ou 1 de intensidade de
marcagao

Casos com 2 ou 3 de intensidade com
menos de 5% das células marcadas
Intensidade 2 ou 3 com marcagao
presente entre 5% e 50% das células
Intensidade 2 ou 3 com marcagao
presente em mais de 50% das células




Cont./ Tabela 2
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Koga et al. p63
2003

Uramoto et al.

2006

Uramoto et al. p73
2006

Knopp et al. pRb
2006

Lin et al. 2009 PTEN
Kimetal. 2011  BRCA1

Negativo

Fraco positivo

Forte positivo

Negativo

Fraco positivo

Forte positivo

Negativo

Fraco positivo

Forte positivo

Negativo

Fraco positivo

Forte positivo

A porcentagem de células marcadas foi
multiplicada pela intensidade de marcagao
e foi feita uma mediana. Acima da
mediana os valores foram considerados
positivos e abaixo negativos.

Casos com 0 ou 1 de intensidade de
marcacgao

Casos com 2 ou 3 de intensidade com
menos de 10% das células marcadas
Intensidade 2 ou 3 com marcagao
presente entre 10% e 50% das células
Intensidade 2 ou 3 com marcagao
presente em mais de 50% das células

Casos com 0 ou 1 de intensidade de
marcagao

Casos com 2 ou 3 de intensidade com
menos de 5% das células marcadas
Intensidade 2 ou 3 com marcacgao
presente entre 5% e 50% das células
Intensidade 2 ou 3 com marcacao
presente em mais de 50% das células
Casos com 0 de intensidade de marcagao
Casos com 1, 2 ou 3 de intensidade com
menos de 10% das células marcadas
Intensidade 1, 2 ou 3 com marcacgao
presente entre 10% e 50% das células
Intensidade 1, 2 ou 3 com marcagao
presente em mais de 50% das células

Casos com 0 de intensidade de marcagao
Casos com 1, 2 ou 3 de intensidade com
menos de 10% das células marcadas
Intensidade 1, 2 ou 3 com marcagao
presente entre 10% e 50% das células
Intensidade 1, 2 ou 3 com marcagao
presente em mais de 50% das células

A associagao entre a marcagado IHQ com a infecgdo por HPV e as

variaveis clinicas e anatomo-patolégicas foram realizadas utilizando como

base para os calculos os casos negativos e positivos,, sendo este ultimo a
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soma dos casos considerados como fraco e forte positivos. Essa
estratificacao foi estabelecida para fortalecer as analises e para permitir uma
analise estatistica mais robusta devido ao pequeno niumero de amostras em
alguns casos classificados com fraca ou forte expressao.

O grau histolégico nao foi relacionado a expressao dos supressores
de tumor uma vez que a estratificacdo estabelecida para essa variavel
incluiu poucas amostras em cada grupo, o que impossibilitou os célculos
estatisticos.

A proteina BRCA1 néo foi passivel de associagao com a infecgao por
HPV, com as variaveis clinicas e anatomo-patolégicas e com a Sobrevida
Cancer especifica e Sobrevida Livre de Doenca uma vez que o numero de
casos negativos para a expressao dessa proteina foi muito baixo. A proteina
PTEN também néo foi passivel em relacao a infeccdo por HPV uma vez que
0 numero de casos em que ela foi expressa foi irrelevante nos casos em que
a tipagem de HPV foi feita.

Em realacdo a associagcdo entre a expressao protéica dos
supressores de tumor e a Sobrevida Livre de Doenca e a Sobrevida Cancer
Especifica, os calculos foram feitos unindo os grupos fraco e forte positivos,
pois quando separados em trés grupos o numero amostral em cada um
deles nao permitiu uma analise estatisticamente adequada. Esse padrao foi
seguido em todas as analises com excegao de p14 que somente apresentou

dois grupos, um negativo e o outro positivo.
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4.4 A HIBRIDACAO IN SITU FLUORESCENTE (FISH)

Foram utilizadas sondas Kreatech® (Amsterdam, Holanda) e Vysis®
(Abbott Molecular, lllinois, USA) para os ensaios de FISH para os genes
TP53 e PTEN. Apds a desparafinizagdo em duas lavagens com xilol 100%
de 5 minutos cada, as laminas foram reidratadas por meio de duas lavagens
com etanol 100% de 5 minutos cada. Em seguida, as laminas foram tratadas
com 0,2mmol/L de HCI por 20 minutos, com agua destilada por 2 minutos e
com 2X tampdo citrato (SSC; NaCl 0,3mmol/L e citrato de sodio
0,083mmol/L) por 3 minutos. As laminas foram, entdo, incubadas nesse
mesmo tampao por 30 minutos a 82°C em banho-maria; as laminas foram
incubadas por 36 minutos a 37°C em tampao de protease (0,05mmol/L Tris-
HCI pH 7,8, 0,01mmol/L acido etileno diamino tetraacético, e 0,01mmol/L
NaCl) para a digestdo protéica. Finalmente, as laminas foram adicionadas a
formalina 10% em tampao salina fosfato por 10 minutos. A desidratagao foi
realizada com trés mudancas consecutivas de etanol 70%, 85% e 100%.
Tanto a sonda para o FISH quanto o DNA alvo foram desnaturados
juntamente por 5 minutos a 75°C e incubados 44 horas a 37°C. Em seguida
as laminas foram lavadas em tamp&o pos-hibridagédo (SSC e NP40) por 3
minutos a 74°C e montadas com contraste DAPI (SSC 2X/0,03 ug/mL 4’,6-
diaminido-2-fenilindolediidrocloreto) para a identificagdo dos nucleos. As
laminas foram digitalizadas e avaliadas no equipamento Ariol® (Leica

Microsystems, Wetzlar, Alemanha).
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4.5 A ANALISE DE IMAGENS

Para a analise das laminas de imuno-histoquimica, estas foram
digitalizadas em equipamento digitalizador de laminas (APERIO®, Vista,
USA) e a intensidade de marcacédo IHQ, bem como a porcentagem de
células marcadas de cada caso foram analisadas de forma automatizada por
programa analisador de imagens (Scope, APERIO®, Vista, USA).

Para a andlise das laminas de FISH, estas foram digitalizadas em
equipamento digitalizador de laminas (Ariol® - Leica Microsystems, Wetzlar,
Alemanha) e a avaliacédo dos sinais fluorescentes foi feita de forma manual
através da analise das imagens geradas.

A avaliagado visual de 20% de todos os discos de TMA foi feita para
avaliar a concordancia entre a avaliacao visual e a avaliagao fornecida pelo

programa analisador de imagens.

4.6 A EXTRACAO DE RNA DE TECIDO A FRESCO

Para a extracdo de RNA foi utilizado o RNeasy Mini Kit. A principio
foram adicionados 10 pl de B-Mercaptoethanol (B-ME) para cada 1 ml Buffer
RLT. Em temperatura ambiente, foram pipetados 600 pl do Buffer RLT nos
tubos com beads magnéticos do Kit Precellys®. Em seguida foram
removidos os excessos de Tissuetek® e com o auxilio de um bisturi foi
cortado o maximo do tecido sem descongelar. O tecido obtido foi colocado

no tubo com a solugdo de lise e homogeneizado por 10 segundos na



26

velocidade maxima (5.500rpm). Imediatamente apds este processo as
amostras, entdo, foram acondicionadas no gelo até o préximo ciclo,
respeitando o limite maximo de 3 ciclos de 10 segundos na velocidade
maxima. Em sequéncia o conteudo do tubo de bead magnético foi
transferido para um novo microtubo de 1,5 ml e centrifugado por 3 minutos a
velocidade maxima. O sobrenadante foi transferido para um novo tubo e
usado para as outras reagdes enquanto o pellet foi armazenado para a
extragdo de DNA. Ao lisado foi adicionado o mesmo volume de ETOH 80%
que foi homogeneizado com o auxilio de uma pipeta. Entdo, 700ul dessa
solugdo homogenia foi transferido para a coluna RNeasy spin column que
estava inserida em um tubo de coleta de 2 ml fornecido pelo kit. Durante 15
segundos a 10.000 rpm a solugéo foi centrifugada e entéo o fluido contido no
tubo de coleta foi descartado. O restante da solugcado supracitada foi inserido
na mesma coluna RNeasy spin column da respectiva amostra e centrifugada
da mesma forma. Em segida uma série de reagentes foram adicionados e
centrifugados na coluna com o intuito de lavar a coluna. A principio foram
colocados 700ul do Buffer RW1 na coluna RNeasy spin column e este foi
centrifugado por 15 segundos a 10.000 rpm. Em seguida 500ul do Buffer
RPE com ETOH 100% (ja preparado) foi centrifugado por 15 segundos a
10.000 rpm na coluna RNeasy spin column. Mais 500 pl do Buffer RPE com
ETOH 100% foi centrifugado por 2 minutos a 10.000 rpm para lavar a
membrana da coluna. Por fim 500ul do ETOH 80% foram adicionados na
coluna e centrifugados por 2 minutos a 10.000 rpm. Todos os fluidos

recolhidos pelo tubo de coleta foram descartados apds cada processo acima
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referido. Durante 1 minuto a coluna foi centrifugada a velocidade maxima
(13.200 rpm) para remover o excesso de etanol da coluna. A coluna foi
colocada em um tubo de 1,5 ml (fornecido pelo kit) e a ela foi adicionado ~
30ul de RNase-free water no meio da membrana da coluna e em seguida
esta foi incubada por 1 minuto a 42°C na estufa. Por fim centrifugamos por 1
minuto a velocidade maxima (13.200 rpm) para eluir o RNA e o eluato
passou novamente pela coluna e foi centrifugado por 1 minuto a velocidade
maxima (13.200 rpm). O material obtido ficou armazenado a -80°C até o

momento da utilizacdo.

4.7 TRANSCRICAO REVERSA - OBTENCAO DE cDNA

O cDNA foi obtido pela técnica de RT-PCR. Esta técnica foi realizada
a partir de 2 ug de RNA total, diluido em um volume final de 20 pL de agua
ultra pura estéril utilizando o High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kits
(Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA), seguindo especificagdes do
fabricante. Foram adicionados 2ul de iniciadores hexameros randémicos
(concentragao inicial 0,1 pg/pl) e esta mistura foi minifugada e incubada,
primeiramente em banho seco por 7 minutos a 65°C, para a desnaturagao
das fitas de RNA e posteriormente em gelo por 2 minutos.

Nesta solucdo foram acrescentados 2ul de tampao de reacdo 10x
(Tris-HCI 200 mM, pH 8,0; KCI 75mM), 50 mM MgCl;, 10mM de cada
desoxirribonucleotideos trifosfatados (dNTP) (1uL), 5U/ul de MulteScribe

Reverse Transcriptase (Invitrogen, Grand lIsland, USA) (1uL), 0,1M de
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dietiltreitol (DTT) (Invitrogen) (1uL). A reacao foi incubada a 50°C por 1 hora,
para se obter a sintese da primeira fita de cDNA. As amostras foram
submetidas a diluicdo com agua pura estéril para atingir uma concentragao

final de aproximadamente 25ng/ul e estocadas a -20°C.

4.8 REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE (PCR) EM TEMPO

REAL

As reagdes de qRT-PCR foram realizadas no aparelho 7900HT Fast
Real-Time PCR System (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA). Foi
utiizado o sistema de deteccdo TagMan® Universal PCR Master Mix
(Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA), o qual utiliza um sistema
fluorescente em plataforma capaz de detectar a luz oriunda da reacéo de
amplificagdo, através da atividade 5' exonuclease da Taqg DNA polimerase
em sondas marcadas com corantes fluorescentes (TagMan® - Applied
Biosystems, Foster City, CA, EUA). Essas sondas, especificas para o
segmento génico cuja expressdo se deseja estudar, apresentam uma
substancia (fluoroéforo na posi¢cado 5' da sonda) capaz de absorver a energia
luminosa emitida pelo equipamento e dissipa-la na forma de luz e calor, em
comprimento de onda diferente do original. Entretanto, na sua posigao
nativa, toda a luz emitida por esse fluoréforo € absorvida por substancia
(quencher) presente na extremidade 3' da sonda. Dessa forma, o sistema
optico do equipamento n&o é capaz de detectar fluorescéncia no tubo de

reacao. Por outro lado, se a reagéao for capaz de gerar produtos (amplicons),
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a sonda ira hibridizar-se com esse alvo gerado e ficara exposta a atividade
de exonuclease da polimerase. Como consequéncia, essa sonda sera
degradada e o fluoréforo ficara distante do quencher que agora ndao mais
sera capaz de absorver a luz emitida.

Como iniciadores da reacédo de polimerizagao foram obtidos Assays
(conjunto de primers) inventoriados pela Applied Biosystems do Brasil, para
cada gene alvo a ser investigado. Como controles endégenos foram
testados GAPDH (gliceraldeido fosfato desidrogenase), factina, TBP (TATA
box protein), B2M (B-2-microglobulina,) e HPRT (hipoxantina — guanina
fosforibosil transferase). Apos serem obtidos os valores de expressdo de
cada um dos genes em nosso conjunto de amostras, esses dados foram
submetidos a analise pelo programa GeNorm

(http://medgen.ugen.be/~jvdesomp/genorm/), o qual possibilitou determinar o

HPRT como o gene normalizante, por apresentar razbes de expressao mais
estavel entre as amostras do estudo.

As reacbes foram realizadas com amostras tumorais de carcinoma
vulvar pareadas a amostras de vulva normal provenientes de bordas
tumorais da mesma paciente e as analises dos dados gerados foram feitas
comparando os grupos de vulvas tumorais e normais.

As reacgbes de qRT-PCR para a avaliagado dos transcritos dos genes
CDKN2A(pl16), CDKN1A, TP53, TP63, TP73, CDKN2A(p14), RB, PTEN e
BRCA1 foram realizadas utilizando o aparelho 7900HT Fast Real-Time PCR

System (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA).
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Todas as reagdes foram normalizadas com o gene endégeno HPRT
que, segundo a analise no programa GeNorm, foi 0 mais estavel. Todas as
amostras tumorais foram pareadas com amostras normais, provenientes de
bordas tumorais das mesmas pacientes.

As amostras foram avaliadas comparando dois grupos, o primeiro de
vulvas tumorais (VT) e o segundo de vulvas normais (VN), provenientes de
borda tumoral das mesmas pacientes. Essas amostras eram compostas por
10 amostras HPV positivas, 5 HPV negativas e 1 indeterminada. Nao foi
possivel separar os grupos em amostras HPV positivas e negativas uma vez
gue o numero amostral foi muito pequeno em cada grupo.

A avaliacdo do RNAmM do gene CDKN1B nao foi realizada pois o
assay comprado, apesar de constar a proteina p27 como produto de
expressao, nao possuia a sequéncia correta conforme observado no
Reference Sequence (RefSeq) (National Center for Biotechnology
Information NCBI 2011).

A avaliacdo da expressao génica de TP63 também apresentou
problemas e, portanto ndo foi incluida nas analises dessa dissertagcdo. A
reacao inicial de qRT-PCR para TP63 apresentou uma intensa amplificagao
ainda nos primeiros ciclos o que nos levou a aumentar a diluicdo do cDNA.
Realizamos entao diluicées de 10 vezes, 50 vezes e 100 vezes do cDNA
com o intuito de sanar o problema e estabelecer uma faixa de diluicdo para
realizarmos a técnica, contudo as amostras se mostraram bastante
heterogéneas em relagdo a expressao, com algumas ainda permanecendo

super expressas mesmo em altas diluigdes, enquanto em outras a
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expressao deixou de ser observada. Dessa forma, e também levando em
consideragcao a escassez de material proveniente de tecido a fresco,
interrompemos as tentativas de padronizar a reagao para TP63.

Também foram ralizadas reagdes de Imunohistoquimica para cada
proteina expressa pelos referidos genes em cortes inteiros de tecidos
normais provenientes de borda de tumor e em tecidos tumorais,
correspondentes aos casos utilizados para as reacbes de qRT-PCR. Em
nenhuma dessas reacbes foi possivel avaliar a relacdo estatistica da
expressao génica com a IHQ, uma vez que o numero amostral foi muito
pequeno. Tembém nao foi possivel estabelecer relagdo com as variaveis

clinicas e anatomo-patoldgicas pelo mesmo motivo descrito acima.

4.9 A ANALISE ESTATISTICA

Os dados obtidos dos prontuarios foram digitados e arquivados em
um banco de dados com auxilio do software Excel da Microsoft. Para as
variaveis quantitativas foram apresentadas as principais medidas resumo,
como media, desvio-padrdo, valor minimo e valor maximo e para as
variaveis qualitativas foram apresentadas as respectivas distribuicbes de
frequéncias absolutas e relativas.

Associagdes entre variaveis qualitativas foram avaliadas por meio do
teste qui-quadrado. No caso de frequéncias esperadas inferiores a cinco foi

realizada a corregcéo de continuidade proposta por YATES (1934).
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Nas analises de sobrevida cancer especifica e livre de
doencalrecidiva, foi empregada a técnica de Kaplan-Meier. A diferenca entre
curvas de sobrevida foi avaliada pelo teste de Logrank.

O software livre R versao 2.13 foi empregado na analise estatistica (R

Development Core Team (2010), Vienna, Austria. url: http://www.R-

project.orq).
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5 RESULTADOS

5.1 DADOS DEMOGRAFICOS, CLINICOS E ANATOMO-

PATOLOGICOS

A avaliagado dos Dados Demograficos esta contida nas Tabelas 3 e 4,
dos Dados Clinicos nas Tabelas 5 e 6 e dos Dados Anatomo-patologicos na

Tabela 7.

5.1.1 Dados Demogréaficos

Em relacao a idade ao diagndstico a média obtida foi de 69 anos, € a
mediana de 71 anos, variando entre 15 e 98 anos conforme observado na
Tabela 3. Na Tabela 4 podem ser observados os dados em relagao a etinia.
Entre as mulheres avaliadas cento e vinte (88,9%) apresentaram-se como
sendo da raga branca, seguidos por 13 (9,6%) de pardas, 2 (1,5%) negras e
nenhuma amarela (0%). Em quatro casos os dados n&o estavam presentes,

portanto foram incluidos como “ignorados”.
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Tabela 3 - Idade média, minima e maxima em relagdo a menarca,
menopausa, coitarca e ao diagndstico de carcinoma vulvar das 139
pacientes provenientes do Hospital A.C. Camargo.

Dados Idade Idade Média Mediana Desvio Ignorados
demograficos Minima Maxima Padréao

Idade ao 15 98 69 71 12,42 0
diagnostico

Idade da 10 20 14 13 2,43 43
menarca

Idade da 38 64 50 50 11,0 32
menopausa

Idade da 11 43 21 20 71 81
Coitarca

Tabela 4 - Dados Demograficos referentes a 139 pacientes portadoras de
carcinoma vulvar do Hospital A.C. Camargo.

Dados demograficos Numero de Porcentagem
pacientes
Etnia
Branca 120 88,9
Negra 2 1,5
Parda 13 9,6
Amarela 0 0
Ignorado* 4 2,9
Estado Civil
Solteira 12 9,0
Casada 67 50,0
Separada 4 3,0
Viava 51 38,1
Ignorado* 5 3,6
Escolaridade
Analfabeta 38 33,9
1° grau incompleto 49 43,8
1° grau completo 1 0,9
2° grau incompleto 13 11,6
2° grau completo 6 54
Superior incompleto 0 0
Superior completo 4 3,6

Ignorado™ 27 19,4
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Cont./ Tabela 4

Anticoncepcional

Nao 102 94,4
Sim-atual 0 0
Sim-passado 6 5,6
Ignorado® 31 22,3
Etilismo

Nao 123 99,2
Sim-atual 0 0
Sim-passado 1 0,8
Ignorado* 15 10,8
Tabagismo

Nao 106 84,8
Sim-atual 10 8
Sim-passado 9 7,2
Ignorado* 14 10,1
NUumero de parceiros sexuais

0 (zero) 4 6,2
1 (um) 57 87,7
2 (dois) 2 3,1
3 (trés) 0 0
4 (quatro) 2 3,1
>4 (mais de quatro) 0 0
Incontaveis 0 0
Ignorado* 74 53,2
Nimero de gestacdes

0 10 8,1
1-4 (uma a quatro) 43 34,7
5-10 (cinco a dez) 48 38,7
>10 (mais de dez) 23 18,5
Ignorado* 15 10,8
NUumero de partos

0 12 9,4
1-4 (uma a quatro) 48 37,8
5-10 (cinco a dez) 52 40,9
>10 (mais de dez) 15 11,8
Ignorado* 12 8,6
Nimero de abortos

0 72 58,1
1-4 (uma a quatro) 48 38,7
5-10 (cinco a dez) 3 2,4
>10 (mais de dez) 1 0,8
Ignorado* 15 10,8

*Os casos ignorados foram calculados a partir do namero total de
pacientes incluidas, ja os demais calculos foram feitos subtraindo o
numero de casos ignorados.
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Das pacientes com carcinoma vulvar deste trabalho 12 (9,0%) eram
mulheres solteiras ao diagndstico, 67 (50,0%) se declararam casadas, 4
(3,0%) eram separadas, 51 (38,1%) eram viuvas e em 5 dos casos néo foi
possivel obter a informagao acerca do estado civil.

A grande maioria das mulheres incluidas possuia pouco grau de
instrucéo escolar, 38 (33,9%) e 49 (43,8%) correspondiam respectivamente
a mulheres analfabetas e com o 1° grau incompleto. O restante das
pacientes foi diluido nos demais patamares de educacao: 1 (0,9%) com 1°
grau completo, 13 (11,6%) com o 2° grau incompleto, 6 (5,4%) com 2° grau
completo, 0 com nivel superior incompleto e 4 (3,6%) com o superior
completo. Ainda, em 27 prontuarios essas informagdées nao foram
encontradas.

Dados em relagao a idade média e mediana da menarca, coitarca e
menopausa também foram coletados, e essas foram respectivamente, 14 e
13 anos, 50 e 50 anos, e 21 e 20 anos. A idade minima para a menarca foi
de 10 anos, para a coitarca 11 anos e para a menopausa 38 anos. As
maximas foram de 20 anos para a menarca, 43 anos para a coitarca e de 64
anos para a menopausa. Quarenta e trés casos foram classificados como
ignorados no item idade na menarca, e 32 e 81 para menopausa e coitarca,
respectivamente.

Os habitos etilicos e tabagistas foram avaliados, e nessas analises
foram encontradas 123 (99,2%) mulheres que se declararam como néo
usuarias de alcool e 106 (84,8%) que se declararam como ndo usuarias de

tabaco. Somente se declararam como usuarias atuais de tabaco 10 (8,0%)
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das mulheres e nenhuma se declarou como etilista atual. Quanto aos habitos
no passado 1 (0,8%) se declarou ex-etilista e 9 (7,2%) ex-tabagistas, porém
nao dispomos do tempo em que esses habitos foram descontinuados.

Das mulheres incluidas nesse estudo 102 (94,4%) declararam nunca
terem feito uso de anticoncepcional. Daquelas que declararam ter feito uso
desse tipo de medicamento todas o fizeram no passado (5,6%). Trinta e uma
pacientes nao responderam a essa questao ou a informacao nao foi possivel
de ser resgatada do prontuario médico de internagéo.

A avaliacdo do numero de parceiros sexuais também foi exportada
dos prontuarios. Das pacientes do estudo 4 (6,2%) declararam que nunca
possuiram nenhum parceiro sexual, 57 (87,7%) s6 tiveram um parceiro até o
momento do diagndstico, duas (3,1%) com dois parceiros sexuais e outras
duas (3,1%) com quatro parceiros. Em mais da metade das mulheres esse
dado foi ignorado.

Em relacdo ao numero de gestagbes a variagdo encontrada no grupo
analisado foi de 0 a 18. Dez (8,1%) delas nao tiveram nenhuma gestacao no
periodo que precedeu o diagnéstico, 43 (34,7%) tiveram entre uma e quatro
gestacgdes, 48 (38,7%) entre cinco e dez e com mais de dez gestacdes foram
23 (18,5%). Ignorados compreenderam 10,8% do total.

Doze (9,4%) e 72 (58,1%) declararam nunca terem passado por
partos e abortos, respectivamente. Quarenta e oito (37,8%) e 48 (38,7%)
declararam terem, em algum momento, passado por entre 1 e 4 partos e
abortos. Entre 5 a 10 partos e abortos declararam-se 52 (40,9%) e 3 (2,4%)

respectivamente. Quinze (11,8%) tiveram mais de 10 partos e 1 (0,8%) mais
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de dez abortos. Os dados ignorados compreenderam 12 e 15 dos dados

relacionados ao numero de partos e abortos respectivamente.

5.1.2 Dados Clinicos e de tratamento

O carcinoma vulvar é geralmente seguido de diversos sintomas
conforme descrito na Tabela 5. Entre os mais comumente encontrados na
amostra desse estudo estdo o prurido (70,1%), a ulceragdo (53,3%),
tumoracdo (39,4%) e sangramento (19,0%). Secrecdes, disuria e dores
foram menos relatados com 10,2%, 4,4% e 7,3%, respectivamente. Em 2
das 139 pacientes avaliadas a informacdo nao foi recuperada. A duracao
média e mediana dos sintomas, descrita na Tabela 6, foi de 11 e 6 meses,
respectivamente. A variagdo no tempo do aparecimento do sintoma e o

diagndstico de carcinoma vulvar foi de meio més a 120 meses.
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Tabela 5 - Dados Clinicos referentes a 139 pacientes portadoras de
carcinoma vulvar do Hospital A.C. Camargo.

Dados clinicos Numero de pacientes Porcentagem
Sintomas

Ulceracgao 73 53,3
Tumoracéao 54 394
Pruridro 96 70,1
Secrecao 14 10,2
Sangramento 26 19,0
Disuria 6 4.4
Dor 10 7,3
Ignorado® 2 1,4
Tratamento Cirlrgico

Naéo 0 0,0
Sim 139 100,0
Ignorado* 0 0
Quimioterapia adjuvante

Nao 125 94,7
Sim 7 53
Ignorado* 7 50
Radioterapia adjuvente

Nao 113 85,0
Sim 20 15,0
Ignorado® 6 4,3
Estadiamento FIGO (2009)

1A 1 0,8
B 76 58,9
Il 8 6,2
A 10 7,8
1B 25 19,4
][e; 8 6,2
IVA 1 0,8
VB 0 0
Ignorado® 10 7,2
Recidiva

Nao 78 60,9
Sim 49 38,3
Ignorado* 11 7,9
Padréo da recidiva

Local 19 35,8
Linfonodal 12 22,6
A distancia 5 9,4
Locorregional + distancia 10 18,9
Ignorado* 93 66,9
Status no Gltimo segmento

Viva sem cancer 57 41,3
Viva com cancer 10 7,2
Morte por cancer 46 33,3
Morte sem cancer 18 13,0
Morte sem especificagao 7 51
Ignorado* 1 0,7

*Os casos ignorados foram calculados a partir do numero total de pacientes
incluidas, ja os demais calculos foram feitos subtraindo o numero de casos
ignorados.
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Tabela 6 - Duragdo média, mediana e variagdo minima e maxima do tempo
de aparecimento dos sintomas ao diagndéstico de carcinoma vulvar.

Duracao dos sintomas

Tempo em meses

Minimo 0,5
Maximo 120
Média 11
Mediana 6
Desvio Padréo 16,7

Em todos os 139 casos avaliaveis o tratamento escolhido foi o
cirurgico. Tratamento quimioterapico adjuvante foi administrado em 7 (5,3%)
das pacientes e a radioterapia adjuvante foi realizada em 20 (15,0%). Em
relacdo aos tratamentos adjuvantes a informagao nao foi possivel de ser
resgatada em 7 prontuarios para a quimioterapia adjuvante e em 6 para a
radioterapia adjuvante.

O estadiamento das pacientes com carcinoma vulvar é feito com base
no preconizado pela Federagao internacional de Ginecologia e Obstetricia
(FIGO) (Anexo 1). Seguindo tais especificagbes as pacientes foram
distribuidas em: IA com uma paciente (0,8%), IB com 76 pacientes (58,9%),
[l com 8 (6,2%), IIIA com 10 (7,8%), IlIB com 25 (19,4%), 11IC com 8 (6,2%),
IVA com 1 (0,8%) e IVB com nenhuma representante. Em dez pacientes a
informacéao foi ignorada ou a classificagdo ndo correspondia a preconizada
pela FIGO.

Recidivas foram encontradas em 49 (38,3%) dos casos de carcinoma
vulvar. Entre as recidivas a local foi a mais presente naqueles casos em que

a informacéao estava disponivel no prontuario médico, com 19 (35,8%). Em
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seguida vieram a recidiva linfonodal com 12 (22,6%), locorregional junto a
distancia com 10 (18,9%) e a distancia com 5 (9,4%). No restante dos casos
essa informacgao foi ignorada.

O status no ultimo segmento da maioria das mulheres incluidas no
estudo foi “viva sem cancer”, encontrado em 57 (41,3%). Em seguida a
‘morte por cancer’ foi a mais frequente com 46 (33,3%). Em menor
frequéncia se seguiram “morte sem cancer” com 18 casos (13,0%), com 10
casos (7,2%) “viva com céncer’ e com 7 (5,1%) “morte sem especificagao”.

Em um caso esse dado nao estava disponivel.

5.1.3 Dados Anatomo-patolégicos
Todos os dados anatomo-patoldgicos avaliados estdo descritos na

Tabela 7.



Tabela 7 - Dados anatomo-patologicos
portadoras de carcinoma vulvar do Hospital A.C. Camargo.
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referentes a 139 pacientes

Dados anatomo-patolégicos Numero de Porcentagem
pacientes
Tipo Histolégico
CEC 1** 46 33,1
CEC 2** 60 43,2
CEC 3** 13 9,4
Carcinoma basaldide 8 5,8
Carcinoma verrucoso 2 1,4
Carcinoma sarcomatdide 1 0,7
CEC + Carcinoma basaldide 3 2,2
CEC + Carcinoma Verrucoso 4 29
CEC + Carcinoma Sarcomatoide 1 0,7
Indeterminado 1 0,7
Invaséo vascular
Ausente 113 85,0
Presente 20 15,0
Ignorado* 6 4,3
Invaséo perineural
Ausente 117 89,3
Presente 14 10,7
Ignorado® 8 5,8
Metéastase linfonodal
Ausente 48 64,9
Presente 26 35,1
Ignorado* 65 46,8
Profundidade da invaséo
Derme superficial 16 11,7
Derme medial 67 48,9
Derme profunda 37 27,0
Subcutano 16 11,7
Derme superficial + subcutaneo 1 0,7
Ignorado* 2 1,4

*Os casos ignorados foram calculados a partir do numero total de pacientes incluidas, ja os

demais calculos foram feitos subtraindo o nimero de casos ignorados.

**CEC 1 — Carcinoma de células escamosas bem diferenciado; CEC 2 — Carcinoma de

células escamosas moderadamente diferenciado; CEC

escamosas indiferenciado.

3 — Carcinoma de células
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O tipo histolégico € um fator muito relevante para a escolha da
terapéutica e junto a outros fatores abaixo relatados, sugere um quadro mais
ou menos agressivo da doenga. Entre os tipos histolégicos o mais comum
entre as pacientes incluidas nesse estudo foi o CEC com 119 casos (85,7%),
sendo 46 (33,1%) representados por CEC 1 (bem diferenciado), 60 (43,2%)
por CEC 2 (moderadamente diferenciado) e 13 (9,4%) por CEC 3
(indiferenciado). Oito casos (5,8%) foram classificados como carcinomas
basaldides, 2 (1,4%) como carcinomas verrucosos e um (0,7%) como
carcinoma sarcomatéide. Em oito (5,8%) casos mais de um tipo histolégico
estava presente. Em um caso a classificacdo foi dada como indeterminada
uma vez que nao foi possivel distinguir se o caso se tratava de um CEC 3 ou
um carcinoma basalodide.

A auséncia de invasao vascular e perineural foi observada em 113
(85,0%) e 117 (89,3%) casos, respectivamente. O numero de casos
ignorados para invasdao vascular e perineural foi baixo, 6 e 8
respectivamente.

Em relacdo a metastase linfonodal a positividade encontrada foi de
35,1%. Nessa avaliagao, 65 casos foram ignorados principalmente por falta
de material disponivel para avaliacao.

Outro fator relevante para a avaliagcdo do tumor é a profundidade da
invasdo, que nesse estudo foi estratificado em: derme superficial, derme
medial, derme profunda, tecido subcutdneo e derme superficial junto a

regido subcutanea. No primeiro grupo foram 16 casos (11,7%), no segundo
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67 (48,9%), no terceiro 37 (27,0%), no quarto 16 (11,7%) e no quinto 1

(0,7%). Em dois casos esse dado nao foi avaliavel.

5.2 IMUNO-HISTOQUIMICA (IHQ)

A Tabela 8 demonstra os resultados obtidos para todos os

marcadores avaliados.

Tabela 8 - Avaliagao IHQ dos marcadores p14, p16, p21, p27, p53, p63,
p73, pRb, PTEN e BRCA1 em carcinomas vulvares invasivos de pacientes
provenientes do Hospital A.C. Camargo.

Marcadores

Marcacéo IHQ

Forte Nao

Negativos Fraco Positivos Positivos avaliaveis

n % n % n %
pl4* 97 83,6 19 16,4 23
pl6 96 70,6 14 10,3 26 19,1 3
p21 97 73,5 33 25,0 2 1,5 7
p27 106 79,1 22 16,4 6 4,5 5
p53 63 47,0 33 24,6 38 28,4 5
p63 60 49,6 61 50,4 0 0,0 18
p73 31 32,0 22 22,7 44 454 42
pRb 112 85,5 15 11,5 4 3,1 8
PTEN 104 86,0 17 14,0 0 0,0 18
BRCA1 6 6,2 36 37,1 55 56,7 42

*Os valores incluidos na coluna “Forte Positivos” corresponde a totalidade dos casos

positivos
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5.2.1 pl4

A proteina p14 apresentou marcagao nucleolar heterogénea nos
tecidos tumorais vulvares avaliados e foi classificada em dois grupos
(negativo e positivo), de acordo com a andlise visual realizada. Dos 139
casos avaliados em duplicata, 23 nao foram avaliaveis por falta de material
no TMA ou falta de tumor suficiente na area marcada. Dezenove casos
(16,4%) foram classificados como positivos e o restante como negativos,

compreendendo 83,6% (Figura 1).
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Figura 1 - Imagem obtida de corte histolégico de carcinoma vulvar de
pacientes provenientes do Hospital A.C. Camargo, submetido a analise IHQ

para a avaliagdo da expressao de p14 (aumento 10x).

5.2.2 pl6

A proteina p16 foi classificada em trés grupos: negativo, fraco positivo
e forte positivo, obtendo como resultado 96 (70,6%), 14 (10,3%) e 26
(19,1%), respectivamente. Pelos mesmos motivos ja citados em p14 3
amostras nao foram passiveis de avaliacdo para p16. Essa proteina também

apresentou marcagao citoplasmatica que, apesar de ter sido avaliada
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visualmente ndo foi descrita nesse trabalho pela auséncia de trabalhos

relevantes que avaliaram esse tipo de marcagdao em carcinomas vulvares
(Figura 2).
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*1 — p16 negativo; 2- p16 fraco positivo; 3 — p16 forte positivo
Figura 2 - Imagem obtida de corte histologico de carcinoma vulvar de

pacientes provenientes do Hospital A.C. Camargo, submetido a analise IHQ
para a avaliagdo da expressao de p16 (aumento 10x).
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5.2.3 p21

A proteina p21 foi encontrada com forte expressao em somente 1,5%
dos casos, em 33 casos (25,0%) a expressao foi considerada como fraco
positivo e a maioria dos casos, 97 (73,5%), foram classificados como
negativos. Outros 7 casos foram perdidos ou n&do passiveis de avaliagéo

(Figura 3).
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*1 — p21 negativo; 2- p21 fraco positivo; 3 — p21 forte positivo
Figura 3 - Imagem obtida de corte histolégico de carcinoma vulvar de
pacientes provenientes do Hospital A.C. Camargo, submetido a analise IHQ
para a avaliagao da expressao de p21 (aumento 10x).
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5.2.4 p27

Como visto em p21, a supressora p27 obteve resultados
principalmente negativos (79,1%). Os demais casos foram classificados
como fraco positivos, correspondendo a 22 (16,4%) e somente 6 (4,5%)
foram classificados como forte positivos.Nao avaliaveis representaram 3,6%

do toal (Figura 4).
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*1 — p27 negativo; 2- p27 fraco positivo; 3 — p27 forte positivo
Figura 4 - Imagem obtida de corte histologico de carcinoma vulvar de
pacientes provenientes do Hospital A.C. Camargo, submetido a analise IHQ

para a avaliagdo da expressao de p27 (aumento 10x).
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5.25 p53

Classificada em trés grupos a proteina p53 apresentou os seguintes
resultados: 63 (47%) negativos, 33 (24,6%) fraco positivos e 38 (28,4%) de
forte positivos (Figura 5). Cinco casos foram ignorados pelos motivos ja

descritos acima.
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*1 — p53 negativo; 2- p53 fraco positivo; 3 — p53 forte positivo
Figura 5 — Imagem obtida de corte histolégico de carcinoma vulvar de
pacientes provenientes do Hospital A.C. Camargo, submetido a analise IHQ

para a avaliagdo da expressao de p53 (aumento 10x).
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5.2.6 p63

Dezoito casos foram excluidos por falta de material avaliavel no TMA.
Dos casos restantes nenhum foi considerado como forte positivo para p63,
60 (49,6%) foram considerados negativos e 61 (50,4%) foram considerados

positivos (Figura 6).
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*1 — p63 negativo; 2- p63 positivo
Figura 6 — Imagem obtida de corte histologico de carcinoma vulvar de
pacientes provenientes do Hospital A.C. Camargo, submetido a analise IHQ

para a avaliagdo da expressao de p63 (aumento 10x).
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A marcacéao para p73 demonstrou uma distribuigdo homogénea entre

0s grupos quando comparada aos outros marcadores da familia do p53.
Foram classificados como negativos 31 (32%) dos casos, como fraco

positivos 22 (22,7%) e como forte positivos 44 (45,4%). (Figura 7).

5.2.7 p73
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*1 — p73 negativo; 2- p73 fraco positivo; 3 — p73 forte positivo
Figura 7 - Imagem obtida de corte histologico de carcinoma vulvar de

pacientes provenientes do Hospital A.C. Camargo, submetido a analise IHQ

para a avaliagdo da expressao de p73 (aumento 10x).
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5.2.8 pRb

de

a0 a expressao

Cento e trinta e um casos foram avaliados em relag

Entre os avaliaveis 112

pRb, os demais 8 casos n&o foram avaliaveis.

(85,5%) foram negativos, 15 (11,5%) fraco positivos e 4 (3,1) foram
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*1 — pRb negativo; 2- pRb baixo positivo; 3 — pRb forte positivo

Figura 8 - Imagem obtida de corte histologico de carcinoma vulvar de

pacientes provenientes do Hospital A.C. Camargo, submetido a analise IHQ

para a avaliacao da expressao de pRb (aumento 10x).
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5.2.9 PTEN

A expressao protéica de PTEN demonstrou fraca positividade ou
nenhuma em todos os casos avalidveis. Os casos negativos para a
expressao da proteina em questao representaram 86% do total e somente
17 (14,0%) foram considerados como fraco positivos. Dezoito casos foram
excluidos por problemas na técnica ou auséncia de material na area para

avaliagao (Figura 9).

*1 — PTEN negativo; 2- PTEN baixo positivo
Figura 9 - Imagem obtida de corte histolégico de carcinoma vulvar de
pacientes provenientes do Hospital A.C. Camargo, submetido a analise IHQ

para a avaliagdo da expressdo de PTEN (aumento 10x).
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5.2.10BRCA1

Os carcinomas vulvares avaliados apresentaram uma grande
propor¢do de casos fraco e forte positivos para BRCA1 sendo 36 casos
(37,1%) e 55 (56,7%), respectivamente. Somente 6 (6,2%) dos casos

avaliados foram classificados como negativos. (Figura 10).
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Figura 10 - Imagem obtida de corte histolégico de carcinoma vulvar de
pacientes provenientes do Hospital A.C. Camargo, submetido a analise IHQ

para a avaliagdo da expressdao de BRCA1 (aumento 10x).
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5.3 HIBRIDACAO IN SITU FLUORESCENTE (FISH)

Os resultados obtidos a partir das reacdes de FISH e a comparacao
da expressao protéica estdo descritos na Tabela 9. Nao foi possivel
estabelecer relagao estatisticamente significativa entre a expressao protéica

e o status génico de TP53 e PTEN.

Tabela 9 - Avaliacdo dos genes TP53 e PTEN por FISH e comparacéo
com os resultados obtidos por IHQ, em carcinomas vulvares invasivos
de pacientes provenintes do Hospital A.C. Camargo.

Status n IHQ (PTEN) n IHQ (p53)

(PTEN)  Negativo  Positivo  (TP53)  Negativo  Positivo

Polissomia  11(16,4) 10(90,9)  1(9,1) 12(188) 7(58,3)  5(41,7)
Dissomia 43 (64,2) 38(88,4) 5(11,6) 42(656) 25(59,5) 17 (40,5)

Monossomia  11(16,4) 10(90,9)  1(9,1)  6(9,4) 3 (50) 3 (50)
Deleg&o 2 (3) 2 (100) 0 (0) 4 (6,3) 1(25) 3 (75)
TOTAL 67 60(89,6)  7(10.4) 64 36(56,3)  28(43,7)

5.3.1 TP53

A reacao de hibridacdo in situ fluorescente foi avaliavel em 64 casos
obtendo como resultados: 6 (9,1%) casos de monossomia, 0 de
amplificagao, 13 (19,7%) de polissomia, 43 (65,2%) de dissomia e 4 (6,1%)
de delecdo. Do total de 139 casos somente 66 foram avaliaveis, nos demais
ndo houve hibridag&o ou a area tumoral foi perdida durante a reag&o (Figura

11).



Figura 11 - Imagem obtida de corte histologico de carcinoma vulvar de

*1 — Polissomia; 2- Dissomia; 3 — Monossomia; 4- Delecao

pacientes provenientes do Hospital A.C. Camargo, submetido a técnica de

FISH para a avaliacdo do status génico de TP53.

5.3.2 PTEN

O status génico de PTEN foi avaliado utilizando o mesmo protocolo
padronizado para TP53 com os seguintes resultados: nenhum caso de
amplificagao, 12 (16,4%) casos de monossomia, 9 (12,3%) de polissomia, 50

(69,5%) de dissomia e 2 (2,7%) casos de delecdo. Sessenta e seis dos
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cento e trinta e nove casos nao foram avaliaveis pelos mesmos motivos

descritos anteriormente (Figura 12).

*1 — Polissomia; 2- Dissomia; 3 — Monossomia; 4- Delecao

Figura 12 — Imagem obtida de corte histolégico de carcinoma vulvar de
pacientes provenientes do Hospital A.C. Camargo, submetido a técnica de

FISH para a avaliagdo do status génico de PTEN.
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54 REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE (PCR) EM TEMPO

REAL (QRT-PCR)

As reacbes de qRT-PCR para a avaliagao dos transcritos dos genes
CDKN2A(pl16), CDKN1A, TP53, TP63, TP73, CDKN2A(p14), RB, PTEN e
BRCAL1 obtiveram resultados significativos, com valor de p<0,05 nas
avaliacbes de CDKN2A(p14) (p<0,001), CDKN2A(pl16) (p=0,02) e TP73
(p=0,011) que foram encontrados mais expressos nas amostras tumorais e
CDKN1A (p=0,002), TP53 (<0,001) e PTEN (p<0,001) que foram
encontrados mais expressos em tecido normal (Figura 13). Nessa figura
estdo dispostas cada uma das amostras representadas como pontos de
acordo com a expressao de cada um dos genes. Os genes RB e BRCAL nao
apresentaram diferencas estatisticamente significativas entre a expressao
nos tecidos normais e tumorais, p=0,38 e p=0,53, respectivamente (Tabela

10).
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Tabela 10 - Avaliagdo da expressdo dos genes CDKN2A(pl4),
CDKN2A(pl16), TP73, CDKN1A, TP53, PTEN, RB e BRCA1l em amostras
normais e tumorais vulvares de pacientes operadas no Hospital A.C.
Camargo.

média
Marcador tecido n de desvio minimo mediana maximo p
ACTs padréo

N 16 12.84 20.02 1.73 5.38 82.35

pl4a <0.001
T 16  102.65 83.04 414 90.59 332.97
N 16 29.25 84.37 0.85 4.83 343.90

pl6 0.02
T 16  384.37 472.06 0.21 264.80 1493.10
N 16 2.87 1.96 1.13 2.29 8.43

p21 0.002
T 16 1.28 0.71 0.29 1.19 2.49
N 16 0.93 0.38 0.21 0.97 1.49

p53 <0.001
T 14 0.36 0.23 0.05 0.30 0.86
N 16 3.26 4.91 0.39 1.27 24 .47

p73 0.011
T 14 4.90 511 1.64 3.44 23.27
N 16 1.03 0.40 0.50 0.97 2.14

pRb 0.38
T 16 0.90 0.44 0.28 0.90 1.75
N 16 9.54 9.30 3.89 7.98 43.85

PTEN <0.0001
T 16 2.01 2.34 0.38 1.33 9.98
N 16 0.81 0.19 0.50 0.77 1.15
BRCA1 0.53

T 16 0.77 0.46 0.20 0.69 2.21

=_
N = tecido vulvar normal

T = tecido vulvar tumoral
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Figura 13 - Relagcédo entre a expressao dos genes CDKN2A(pl4),
CDKN2A(pl16), TP73, CDKN1A, TP53, PTEN, RB e BRCA1l em amostras
normais e tumorais vulvares de pacientes operadas no hospital A.C.
Camargo.
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As reagbes de IHQ ndo foram capazes de demonstrar nenhuma
relagao estatistica com a avaliagao por qRT-PCR uma vez que o numero de

casos avaliados foi muito pequeno (Tabela 11).

Tabela 11 - Avaliagdo da expressdo dos genes CDKN2A(pl4),
CDKN2A(pl16), TP73, CDKN1A, TP53, PTEN, RB e BRCA1 e comparagao
com a expressao proteica.

gqRT-PCR
desvio
Marcador IHQ n média padréo minimo maximo mediana
014 negativo 8 119.07 98.18 4.14 332.97 99.45
positivo 4 87.30 41.05 53.59 141.65 75.98
016 negativo 9 342.01 515.88 0.21 1493.10 24.75
positivo 4 254.02 199.58 0.32 485.16 264.80
021 negativo 6 1.18 0.56 0.43 2.04 1.19
positivo 8 1.37 0.81 0.29 2.49 1.37
053 negativo 6 0.22 0.17 0.05 0.54 0.19
positivo 6 0.44 0.23 0.25 0.86 0.39
073 negativo 2 2.89 0.06 2.85 2.93 2.89
positivo 8 5.23 7.35 1.64 23.27 3.44
oRb negativo 11 0.82 0.42 0.28 1.75 0.88
positivo 3 1.08 0.54 0.51 1.59 1.15
PTEN negativo 12 1.42 1.06 0.38 4.28 1.25
positivo 1 1.93 - 1.93 1.93 1.93
BRCA1 negativo 2 0.80 0.12 0.72 0.89 0.80

positivo 11 0.72 0.54 0.20 2.21 0.61
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5.5 PAPILOMAVIRUS HUMANO — HPV

A infeccao por HPV foi avaliada em 105 casos (Tabela 12), e destes
43 (41%) foram considerados como infectados pelo virus. Os 34 casos sem
resultados para HPV somente dispunham de material emblocado em
parafina e, neles o DNA extraido ndo alcangou o nivel de integridade

necessaria para a realizacao da técnica.

Tabela 12 — Porcentagem de infec¢cdo por HPV e tipo viral infectante nos
carcinomas vulvares provenientes de pacientes do Hospital A.C. Camargo.

HPV n %

negativo 62 59
positivo 43 41
16 30
18
33
35
42
45
53
54
67
69
71
16+33
42+54
16+33+84
18+33+35
33+18+16
33+31+82
33+35+16

Ignorados

-
w

-

M(J'l

N = a2 a a aa aa ND N =2 N 2 D a0
OO N N N DN NN O O D OO N © N DNdNDN
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Entre os carcinomas vulvares HPV positivos a infeccdo por apenas
um tipo viral foi observada em 33 (76,7%) dos casos. Destes, o HPV16 foi o
mais prevalente, seguido pelo HPV33, tendo sido observados em 13 e 5
casos, respectivamente. Entre aqueles casos que demonstraram co-infeccéo
por mais de um tipo viral nao foi observada nenhuma combinacgao viral que
se sobrepusesse as demais de forma relevante, contudo os tipos HPV16 e
HPV33 foram encontrados em 62,5% e em 87,5% das co-infecgdes,
respectivamente.

Os dados referentes a infeccdo pelo HPV foram relacionados as
seguintes variaveis clinicas, anatomo-patolégicas e demograficas:
profundidade da invasao, infiltrado inflamatdrio, invasao vascular, invasao
perineural, metastase linfonodal, lesbes associadas, estadiamento FIGO,
escolaridade e estado civil. Os resultados obtidos a partir dessa analise
estdo contidos na Tabela 13. Em nenhuma delas foi encontrada relacao
estatisticamente significativa com p<0,04. O grau histolégico nao foi passivel

de realizacao de teste estatistico, devido a sua estratificacao.
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Tabela 13 - Associagao entre as variaveis clinicas e anatomo-patolégicas
com a infecgao por HPV nos carcinomas vulvares provenientes de pacientes
do Hospital A.C. Camargo.

Variaveis categoria HPV Total p
neg pos
Profundidade da derme superficial 31(52) 26 (62) 57 0.31
invasao derme profunda 29 (48) 16 (38) 45 '
. leve 17 (29) 11 (26) 28
Infiltrado
. - moderado 36 (61) 28 (65) 64 0.91
inflamatorio
intenso 6 (10) 4(9) 10
. néo 48 (80) 34 (85) 82
Invaséo Vascular . 0.52
sim 12 (20) 6 (15) 18
N . nao 49 (84) 36 (90) 85
Invas&o Perineural . 0.43
sim 9 (16) 4 (10) 13
3 . nao 19 (59) 18 (69) 37
Metastase linfonodal . 0.44
sim 13 (41) 8 (31) 21
. ) nao 46 (81) 28 (68) 74
Lesdes Associadas 0.16
sim 11.(19) 13 (32) 24
Estadiamento FIGO loull 37 (61) 28 (67) 65 0.53
(2009) Il ou IV 24 (39) 14 (33) 38 '
. analfabeto ou 1° grau 40 (75) 30 (77) 70
Escolaridade 0.87
>=2°grau 13 (25) 9(23) 22
casadas/viuva/separada 50
Estado Civil s 32 (54) 18 (44) 0.31
solteiras 27 (46) 23 (56) 50

Os dados referentes a infecgdo por HPV também foram relacionados
a expressao protéica dos supressores tumorais avaliados no presente

estudo e estio descritos na Tabela 14.



66

Tabela 14 - Associagdo entre a expressao das proteinas supressoras de
tumor p14, p16, p21, p27, p53, p63, p73, pRb, PTEN, e BRCA1 com a
infeccdo por HPV nos carcinomas vulvares provenientes do Hospital A.C.

Camargo.
. HPV
Marcador categoria Total p
Negativo Positivo

ti 40 (83 32 (84 72

pl4 negativo (83) (84) 0.91
positivo* 8 (17) 6 (16) 14
negativo 48 (79 26 (62 74

pl6 9 (79) (62) 0.06
positivo* 13 (21) 16 (38) 29
negativo 46 (77 28 (68 74

p21 9 (77) (68) 0.35
positivo* 14 (23) 13 (32) 27
negativo 47 (80 33 (79 80

p27 9 (80) (79) 0.89
positivo* 12 (20) 9 (21) 21
negativo 28 (47 26 (62 54

p53 g 47) (62) 0.15
positivo* 31 (53) 16 (38) 47
negativo 27 (52 18 (47 45

p63 g (52) 47) 0.67
positivo* 25 (48) 20 (53) 45
negativo 47 (82 37 (88 84

pRb g (82) (88) 0.44
positivo* 10 (18) 5(12) 15
negativo 17 (41 9 (31 26

p73 9 (“1) (31) 0.37
positivo* 24 (59) 20 (69) 44

*Positivo=forte ou fraco positivo

As proteinas p14, p21, p27, p53, p63, p73 € pRb ndo apresentaram

diferencas significativas de expressdo entre os casos HPV positivos e

negativos, permanecendo praticamente iguais 0s grupos com e sem

expresséo entre os casos HPV positivos e negativos. A relevancia estatistica

nao alcangou valor de p menor que 0,1 nesses casos, e chegou a 0,91 na

avaliagao de p14.
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A proteina p16 apresentou uma tendéncia de maior expressao nos
casos HPV positivos quando comparados aos casos HPV negativos

(p=0,06).

5.6 VARIAVEIS CLiNICAS E ANATOMO-PATOLOGICAS X

EXPRESSAO PROTEICA

A expressao protéica dos supressores tumorais p14, p16, p21, p27,
p53, p63, p73, pRb e PTEN foi avaliada em 139 carcinomas vulvares
invasivos e correlacionada as variaveis clinicas e anatomopatolégicas bem
como em relacao a Sobrevida Livre de Doenga (SLD) e Sobrevida Céancer

Especifica (SCE) (Tabela 15).
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Tabela 15 - Relagao entre a SCE e SLD com a expressao IHQ de p14, p16,
p21, p27, p53, p63, p73, pRb e PTEN.

Marcador categoria n SCE p n SLD p

negativo 96 1 87 1

pl4 0.04 0.02
positivo 19 2.04 16 2.25
positivo 40 1 38 1

pl6 0.37 0.69
negativo 95 1.33 84 1.14
negativo 96 1 86 1

p21 0.96 0.5
positivo 35 0.98 32 1.25
negativo 105 1 98 1

p27 0.39 0.21
positivo 28 1.34 22 1.54
negativo 66 1 61 1

p53 0.74 0.49
positivo 71 1.10 63 1.22
positivo 19 1 19 1

p63 0.2 0.19
negativo 111 2.13 99 1.96
positivo 17 1 15 1

pRb 0.4 0.35
negativo 120 1.56 109 1.61
negativo 31 1 27 1

PTEN 0.85 0.37

positivo 65 1.07 60 1.41
positivo 61 1 56 1

p73 0.45 0,82
negativo 59 1.27 54 1.08

5.6.1 pl4

A expressao de p14 revelou relagdo significativa com a invasao

vascular, estando mais presente naqueles casos onde a invasao dos vasos

por ceélulas tumorais estava presente (p=0,05). O mesmo, apesar de n&o

alcancgar significancia estatistica, foi observado para a invaséo perineural e

metastase linfonodal com valores de p=0,39 e 0,25, respectivamente. Uma

tendéncia contraria foi observada na relacéo entre a expressao protéica e as

lesbes associadas, nessa analise os casos com marcagdo para pil4
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apresentaram menos lesdes associadas ao carcinoma vulvar invasivo
(p=0,12). A expressao de p14 nao sofreu grandes alteragdes quando
associada a profundidade de invasao, ao estadiamento FIGO e ao infiltrado

inflamataério (p=0,54, p=0,44 e p=0,98) (Tebela 16).

Tabela 16 - Associacdo entre a expressdo IHQ de p14 com variaveis
clinicas e anatomo-patolégicas em carcinomas vulvares de pacientes do
Hospital A.C. Camargo.

L : pl4
Variaveis categoria Total p
neg pos
Profundidade da derme superficial 62 (65) 11 (58) 73 0.54
invaséo derme profunda 33 (35) 8 (42) 41 .
leve 25 (27) 5 (26) 30
Infiltrado inflamat6rio moderado 58 (62) 12 (63) 70 0.98
intenso 11 (12) 2(11) 13
nao 85 (92) 14 (74) 99
Invaséo Vascular 0.05
sim 7(8) 5 (26) 12
] nao 84 (93) 16 (84) 100
Invaséo Perineural 0.39
sim 6(7) 3 (16) 9

nao 36 (71
sim 15 (29 5 (56) 20

n&o 60 (67) 14 (82) 74

) 4 (44) 40

)
Lesbdes Associadas ; 0.20

)

)

Metastase linfonodal 0.25

sim 30 (33 3(18) 33
Estadiamento FIGO loull 59 (63 13 (72) 72

(2009) [l ou IV 35 (37 5 (28) 40

0.44




% pacientes vivos

70

Os caélculos de sobrevida demonstraram que a expressao de p14 esta
relacionada a uma menor sobrevida cancer especifica (p=0,04) e a

sobrevida livre de doencga (p=0,02) (Figura 14).

Sobrevida Cancer Especifica Sobrevida Livre de Doenca
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Figura 14 — Curvas de Sobrevida Cancer Especifica e Sobrevida Livre de
Doencga associadas a expressao IHQ de p14 em pacientes portadoras de

carcinoma vulvar provenientes do Hospital A.C. Camargo.

5.6.2 pl6

A marcagao positiva para p16 demonstrou significAncia estatistica
quando relacionada ao estadiamento FIGO. Nesses casos a expressio de
p16 esteve mais presente nos casos com estadiamento FIGO | e Il quando

comparada aos estadios Il ou IV (p=0,023). A presenca de metastase
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linfonodal seguiu a mesma tendéncia, naqueles casos em que havia
acometimento linfonodal a marcacdo de p16 no tumor estava diminuida
quando comparada aos casos em que nao havia sinais de metastase nos
linfonodos (p=0,17) apesar desse resultado ndos er estatisticamente
significativo. Outros sinais de agressividade da doenga s&o a profundidade
da invasao e a presenca de invasao vascular e perineural. Em todas essas
variaveis a expressao de p16 se manteve praticamente constante, entre os
casos em que alteragdes descritas estavam ou ndo presentes (p=0,36,
p=0,53 e p=0,83). A presenga de infiltrado inflamatério e de lesdes
associadas também nao foi associada a expressao da proteina p16 (p=0,29

e p=0,91) (Tabela 17).

Tabela 17 - Associacdo entre a expressdo IHQ de p16 com variaveis
clinicas e anatomo-patolégicas em carcinomas vulvares de pacientes do
Hospital A.C. Camargo.

Variaveis categoria Total p
neg pos

Profundidade da derme superficial 55 (59) 27 (68) 82 0.36
invasao derme profunda 38 (41) 13 (33) 51
Infiltrado leve 23 (25) 14 (35) 37

nflamatério m.oderado 59 (63) 24 (60) 83 0.29
intenso 11 (12) 2 (5) 13

Invasao nao 77 (84) 35 (90) 112 053
Vascular sim 15 (16) 4 (10) 19

Invasao nao 82 (90) 34 (89) 116 083
Perineural sim 9 (10) 4 (11) 13

Metastase nao 30 (59) 16 (76) 46 016
linfonodal sim 21 (41) 5 (24) 26

Lesdes néao 64 (73) 28 (74) 92 0.91
Associadas sim 24 (27) 10 (26) 34

Estadiamento loull 54 (58) 30 (79) 84 0.02

)

FIGO (2009) Il ou IV 39 (42
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A sobrevida cancer especifica e a sobrevida livre de doenca nao

atingiram significancia estatistica (p=0,37 e p=0,69) (Figura 15).
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Figura 15 - Curvas de Sobrevida Cancer Especifica e Sobrevida Livre de
Doencga associadas a expressao IHQ de p16 em pacientes portadoras de

carcinoma vulvar provenientes do Hospital A.C. Camargo.

5.6.3 p21

Assim como a proteina p16, a expressao de p21 somente obteve
correlagdo estatistica em relagdo ao estadiamento FIGO (p=0,03). Essa
analise demonstrou que quanto mais precoce o estadio das pacientes,
menor a expressao de p21. Da mesma forma como descrito anteriormente, a
metastase linfonodal, apesar de nao alcancar significancia estatistica
(p=0,34), mostrou-se mais ausente naqueles casos em que p21 néao

apresentou marcagao.
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A presencga de infiltrado inflamatério ndo demonstrou relagdo com a
expressao de p21 (p=0,98). O mesmo foi observado em relacéo a invasao
vascular (p=0,39), invasao perineural (p=0,17) e as lesbes associadas
(p=0,20), que apresentaram porcentagens de positividade e negatividade
para p21 semelhantes entre os grupos. Importante ressaltar que a maior
parte das amostras era negativa para as variaveis invasao vascular,

perineural e para as lesdes associadas (Tabela 18).

Tabela 18 - Associacdo entre a expressdo IHQ de p21 com variaveis
clinicas e anatomo-patolégicas em carcinomas vulvares de pacientes do
Hospital A.C. Camargo.

S . p21
Variaveis categoria Total p
neg pos
Profundidade derme superficial 56 (59) 23 (66) 79 0.48
da invaséo derme profunda 39 (41) 12 (34) 51 '
leve 25 (26) 9 (26) 34
Infiltrado
) i moderado 60 (63) 21 (62) 81 0.98
inflamatorio
intenso 10 (11) 4 (12) 14
Invasdo nao 76 (84) 32 (91) 108 0.39
Vascular sim 15(16)  3(9) 18 '
Invasao nao 78 (87) 33 (97) 111 0.17
Perineural sim 12 (13) 1(3) 13 '
Metastase nao 33 (60) 11 (73) 44 0.34
linfonodal sim 22 (40) 4 (27) 26 '
Lesdes nao 67 (75) 21 (64) 88 0.20
Associadas sim 22 (25) 12 (36) 34 '
Estadiamento loull 54 (58) 27 (79) 81 0.03

FIGO (2009) [l ou IV 39 (42) 7(21) 46
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Os caélculos de sobrevida também ndo alcancaram relevancia
estatistica, apresentando para a sobrevida cancer especifica p=0,96 e para

sobrevida livre de doenca p=0,4. (Figura 16)
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Figura 16 - Curvas de Sobrevida Cancer Especifica e Sobrevida Livre de
Doenga associadas a expressédo IHQ de p21 em pacientes portadoras de

carcinoma vulvar provenientes do Hospital A.C. Camargo.

5.6.4 p27

A avaliacdo de p27 demonstrou que as lesdes associadas ao
carcinoma invasivo vulvar ndo apresentaram relacdo com a expressao da
supressora de tumor p27 (p=0,94). Nessa avaliacdo a porcentagem de
positivos e negativos para p27 foi semelhante entre os casos que

apresentaram, ou nao, lesdes associadas. Observacao similar foi constatada
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em relacdo a invasao perineural (p=0,89), metastase linfonodal (p=0,75),
estadiamento FIGO (p=0,33) e a presenca de infiltrado inflamatdrio (p=0,58).

A presenca de invasdo vascular e a invasao nas camadas mais
profundas foram mais observadas naqueles casos com expressao p27
(p=0,12 e p=0,08), demonstrando uma tendéncia dos casos positivos para

essa proteina a invasao (Tabela 19).

Tabela 19 — Associagao entre a expressao IHQ de p27 com variaveis
clinicas e anatomo-patolégicas em carcinomas vulvares de pacientes do
Hospital A.C. Camargo.

L . p27
Variaveis categoria Total p
neg pos
Profundidade derme superficial 67 (64) 13 (46) 80 0.08
dainvaséao derme profunda 37 (36) 15(54) 52 '
leve 27 (26) 9(32) 36
Infiltrado
. . moderado 66 (64) 15 (54) 81 0.58
inflamatério
intenso 10 (10) 4 (14) 14
Invaséo nao 89 (89) 21 (75) 110 0.12
Vascular sim 11 (11) 7 (25) 18 '
Invaséo nao 90 (90) 23 (88) 113 0.89
Perineural sim 10 (10) 3 (12) 13 '
Metéstase nao 39 (64) 7 (64) 46 0.75
linfonodal sim 22 (36) 4 (36) 26 '
LesOes nao 72 (73) 18(72) 90 0.94
Associadas sim 27 (27) 7(28) 34 '
Estadiamento loull 64 (62) 18(72) 82 0.33

FIGO (2009) Il ou IV 40 (38) 7 (28) 47
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Os casos com marcacgao positiva para essa proteina apresentaram

piores indices de sobrevida. Contudo, nem a sobrevida cancer especifica

nem a livre de doenga demonstraram relevancia estatisticamente

significativa, com valores de p=0,39 e p=0,21, respectivamente (Figura 17).
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Figura 17 — Curvas de Sobrevida Cancer Especifica e Sobrevida Livre de

Doencga associadas a expressao IHQ de p27 em pacientes portadoras de

carcinoma vulvar provenientes do Hospital A.C. Camargo.

5.6.5 p53

A expressao de p53 nao demonstrou qualquer relacdo estatistica

significativa com a presenga ou auséncia de invasao vascular (p=0,97),

invasao perineural (p=0,81), metastase linfonodal (p=0,82) e estadiamento

FIGO (p=0,96). Essas analises nao apresentaram nenhum grau de
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significAncia estatistica. A profundidade da invasao tumoral também nao
revelou-se alterada na presenga ou auséncia da marcagao de p53 (p=0,48).
A positividade de p53 revelou-se bastante elevada na presenca de
lesdes associadas, 0 que levou a uma relagédo estatisticamente significante
(p=0,04). Outra tendéncia, apesar de nao ter alcangado valor de p<0,05, foi
encontrada em relacao ao infiltrado inflamatério. Nesses casos foi observada
uma tendéncia de aumento da positividade para p53 conforme aumentou o
grau de infiltrado inflamatério presente na regiao tumoral (p=0,10) (Tabela

20).

Tabela 20 - Associacao entre a expressao IHQ de p53 com variaveis clinicas
e anatomo-patolégicas em carcinomas vulvares de pacientes do Hospital
A.C. Camargo.

Variaveis categoria po3 Total p
neg pos

Profundidade derme superficial 35(57) 45 (63) 80 048
dainvasao derme profunda 26 (43) 26 (37) 52
Infiltrado leve 23 (37) 14 (20) 37

nflamatério mpderado 34 (55) 46 (67) 80 0.10
intenso 5(8) 9 (13) 14

Invasao nao 52 (85) 58 (87) 110 0.97
Vascular sim 9 (15) 9 (13) 18

Invaséo nao 52 (88) 61 (91) 113 0.81
Perineural sim 7(12) 6(9) 13

Metastase nao 23 (66) 24 (63) 47 0.82
linfonodal sim 12 (34) 14 (37) 26

Les8es nao 48 (81) 42 (65) 90 0.04
Associadas sim 11(19) 23 (35) 34

Estadiamento loull 38 (63) 44 (64) 82 0.96

FIGO (2009) [l ou IV 22 (37) 25 (36) 47
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A relagao entre a expressao de p53 e a sobrevida das pacientes foi

calculada, porém nenhum sucesso foi obtido nas avaliacbes, conforme

observado na Figura 18.
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Figura 18 - Curvas de Sobrevida Cancer Especifica e Sobrevida Livre de

Doenga associadas a expressao IHQ de p53 em pacientes portadoras de

carcinoma vulvar provenientes do Hospital A.C. Camargo.

5.6.6 P63

A proteina supressora tumoral p63, bem como p16 e p21, apresentou

auséncia de expressao nos estadios mais avangados do carcinoma vulvar

quando comparada aos casos com doenga precoce (p=0,03). No entanto, a

tendéncia de menor indice de metastase linfonodal observada nas demais

proteinas supressoras de tumor, ndo foi observada para p63. Nesses casos
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a metastase linfonodal ndo apresentou relagdo com a auséncia ou a
presenca de expressdao de p63 (p=0,94). Todas as outras variaveis nao
atingiram a relevancia considerada estatisticamente significativa:
profundidade de invasao (p=0,33), infiltrado inflamatério (p=0,89), invaséao
vascular (p=0,73), invasao perineural (p=0,86) e lesdes associadas (p=0,58)

(Tabela 21).

Tabela 21 — Associagao entre a expressdo IHQ de p63 com variaveis
clinicas e anatomo-patolégicas em carcinomas vulvares de pacientes do
Hospital A.C. Camargo.

S . p63
Variaveis categoria Total p
neg pos
Profundidade derme superficial 33 (57) 40 (66) 73 0.33
dainvaséo derme profunda 25(43) 21(34) 46 '
leve 16 (27) 14 (24) 30
Infiltrado
i _ moderado 37 (63) 38 (64) 75 0.89
inflamatorio
intenso 6 (10) 7(12) 13
Invasédo nao 48 (84) 52(88) 100 0.73
Vascular sim 9(16)  7(12) 16 '
Invasao nao 50 (91) 52 (88) 102 0.86
Perineural sim 5 (9) 7 (12) 12 '
Metastase nao 25 (66) 20 (67) 45 0.94
linfonodal sim 13(34) 10(33) 23 '
Lesdes nao 41 (73) 39 (68) 80 0.58
Associadas sim 15(27) 18(32) 33 '
Estadiamento loull 31(53) 43(73) 74 0.03

FIGO (2009) Il ou IV 27 (47) 16 (27) 43
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A expresséao de p63 ndo demonstrou qualquer relagcdo com a
sobrevida cancer especifica (p=0,45) ou com a sobrevida livre de doenca

(p=0,82) (Figura 19).
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Figura 19 — Curvas de Sobrevida Cancer Especifica e Sobrevida Livre de
Doenga associadas a expressédo IHQ de p63 em pacientes portadoras de

carcinoma vulvar provenientes do Hospital A.C. Camargo.

5.6.7 p73

A proteina p73 é considerada como membro da familia p53, porém
nao apresentou a mesma relagcdo e a mesma tendéncia de associagao entre
sua expressao e a presenca de lesdes associadas e infiltrado inflamatério

(p=0,99 e p=0,78) encontrada na expressdo de p53. A profundidade de
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invasdo do carcinoma vulvar e a invasdao perineural também nao
demonstraram qualquer relagdo com a expressao de p73 (p=0,54 e p=0,22).

Seguindo o padrédo observado em outras proteinas a redugdo na
expressao de p73 correlacionou-se de maneira extremamente significativa
com carcinomas vulvares classificados como FIGO | ou Il (p=0,01). Outro
achado relevante foi 0 menor numero de metastases linfonodais observado
naqueles casos onde ocorreu a perda de expressdo de p73 (p=0,02).
Interessante ressaltar que os casos com auséncia de marcagao para p73
apresentaram uma tendéncia menor a invadirem vasos (p=0,06) (Tabela

22).

Tabela 22 - Associacdo entre a expressdao IHQ de p73 com variaveis
clinicas e anatomo-patolégicas em carcinomas vulvares de pacientes do
Hospital A.C. Camargo.

Variaveis categoria Total p
neg pos
Profundidade derme superficial 18 (58) 42 (65) 60 054
dainvaséo derme profunda 13(42) 23(35) 36 '
, leve 7 (24) 20 (31) 27
Infiltrado
. L moderado 20 (69) 40 (62) 60 0.78
inflamatorio
intenso 2(7) 5 (8) 7
Invasao néo 22 (73) 57 (90) 79 0.06
Vascular sim 8 (27) 6 (10) 14 '
Invaséao nao 24 (83) 58 (94) 82 0.22
Perineural sim 5(17) 4 (6) 9 '
Metéastase nao 9 (43) 24 (75) 33 0.02
linfonodal sim 12(57)  8(25) 20 '
Lesbes nao 21(72) 45(73) 66 0.99
Associadas sim 8(28) 17(27) 25 '
Estadiamento loull 12 (40) 45 (70) 57 0.01
(30) '

FIGO (2009) Il ou IV 18 (60) 19 (30
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A sobrevida cancer especifica e a sobrevida livre de doenca nao

demonstraram nenhuma relagdo com a expresséao de p73 (p=0,37 e p=0,85)

(Figura 20).
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Figura 20 - Curvas de Sobrevida Cancer Especifica e Sobrevida Livre de
Doencga associadas a expressao IHQ de p73 em pacientes portadoras de

carcinoma vulvar provenientes do Hospital A.C. Camargo.
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5.6.8 pRb

As variaveis anatomopatologicas invasao vascular, invasao
perineural, metastase linfonodal e profundidade de invasdo nao
apresentaram qualquer relagdo com a expressao de pRb (p=0,95, p=0,83,
p=0,78 e p=0,80). O estadiamento FIGO, assim como as demais variaveis
descritas, também nao alcangou relevancia significativa (p=0,56). A Unica
variavel que atingiu significancia estatistica com a expressao de pRb foi a
presenca de lesdes associadas. Nesses casos houve uma redugao
significativa na proporgdo de casos que expressaram pRb (p=0,02). A
presenca de alto indice de infiltrado inflamatério seguiu a tendéncia de
negatividade de marcagcdo para pRb evidenciada na variavel “lesdes

associadas” (p=0,12) (Tabela 23).
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Tabela 23 - Associagao entre a expressdao IHQ de pRb com variaveis
clinicas e anatomo-patolégicas em carcinomas vulvares de pacientes do
Hospital A.C. Camargo.

L . pRb
Variaveis categoria Total p
neg pos
Profundidade derme superficial 67 (61) 11 (58) 78 0.80
dainvaséo derme profunda 43 (39) 8 (42) 51 '
leve 31(28) 2(11) 33
Infiltrado
i . moderado 69 (63) 12 (67) 81 0.12
inflamatorio
intenso 10 (9) 4 (22) 14
Invasao nao 91 (86) 17 (89) 108 0.95
Vascular sim 15 (14) 2 (11) 17 '
Invasao nao 95(90) 16 (89) 111 0.83
Perineural sim 10 (10) 2 (11) 12 '
Metastase nao 40 (65) 6 (60) 46 0.78
linfonodal sim 22 (35) 4 (40) 26 '
Lesdes nao 70 (68) 18 (95) 88 0.02
Associadas sim 33(32) 1(5) 34 '
Estadiamento loull 70 (65) 11 (58) 81
( 0.56

FIGO (2009) Il ou IV 38(35) 8(42) 46

A positividade para pRb demonstrou maior sobrevida cancer
especifica (p=0,2) e sobrevida livre de doenga (p=0,19) conforme

demonstrado na Figura 21.
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Figura 21 - Curvas de Sobrevida Céncer Especifica e Sobrevida Livre de
Doenca associadas a expressdo IHQ de pRb em pacientes portadoras de

carcinoma vulvar provenientes do Hospital A.C. Camargo.

5.6.9 PTEN

O numero pequeno de casos positivos para PTEN resultou na
formagdo de grupos com poucas amostras para as analises estatisticas,
dessa forma a significancia das analises ficou prejudicada. Mesmo assim, foi
possivel verificar uma tendéncia de invasdo menor naqueles casos com
expressdo de PTEN (p=0,17). Outra forte tendéncia foi observada entre a
expressdo de PTEN e a auséncia de lesbes associadas (0,08). Em relagéo
as demais variaveis avaliadas, nenhuma demonstrou qualquer relagao
estatisticamente significativa com a expressdo de PTEN, conforme

observado em: infiltrado inflamatorio (p=0,56), invasdo vascular (p=0,52),
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invasao perineural (p=0,72), metastase linfonodal (p=0,50) e estadiamento

FIGO (p=0,39) (Tabela 24).

Tabela 24 - Associacdo entre a expressdo IHQ de PTEN com variaveis
clinicas e anatomo-patolégicas em carcinomas vulvares de pacientes do
Hospital A.C. Camargo.

e . PTEN
Variaveis categoria Total p
neg pos
Profundidade derme superficial 60 (59) 13 (76) 73 017
dainvaséo derme profunda 42 (41) 4 (24) 46 '
leve 26 (26) 5(29) 31
Infiltrado
i _ moderado 65(64) 9(53) 74 0.56
inflamatorio
intenso 10 (10) 3 (18) 13
Invasao nao 84 (85) 16 (94) 100 0.52
Vascular sim 15(15) 1 (6) 16 '
Invasao nao 85(88) 16 (94) 101 0.72
Perineural sim 12 (12) 1(6) 13 '
Metastase nao 41 (65) 4 (80) 45 0.50
linfonodal sim 22 (35) 1(20) 23 '
Lesdes nao 66 (67) 14 (93) 80 0.08
Associadas sim 32 (33) 1(7) 33 '
Estadiamento [oull 63 (62) 11 (73) 74 0.39
FIGO (2009) Il ou IV 39(38) 4(27) 43 '
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Os calculos de sobrevida cancer especifica e sobrevida livre de
doencga também n&o atingiram valores significantes estatisticamente (p=0,35

e p=0,39) (Figura 22).
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Figura 22 - Curvas de Sobrevida Céncer Especifica e Sobrevida Livre de
Doencga associadas a expressao IHQ de PTEN em pacientes portadoras de

carcinoma vulvar provenientes do Hospital A.C. Camargo.

57 RELACAO ENTRE A EXPRESSAO DAS PROTEINAS p14,

pl6, p21, p27, p53, p63, p73 E pRb

As proteinas envolvidas nas vias ARF-MDM2-p53 e INK4-ciclina/CDK-

pRb avaliadas nesse estudo foram submetidas a uma analise multipla para
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avaliar a relacdo entre a expressdo delas. Os dados gerados foram

compilados na Tabela 25.

Tabela 25 - Associagao entre a expressdo das proteinas supressoras de
tumor (p14, p16, p21, p27, p53, p63, p73 e pRb) mediante a analise IHQ
em amostras teciduais provenientes de pacientes portadoras de carcinoma
vulvar do Hospital A.C. Camargo.

p16 p21 p27
neg pos p neg pos p neg pos p
pl4 0,04 0,04 0,28
73 10 75 10 79 13
Neg
(88) (12) (88) (12) (86) (14)
23 9 21 9 17 6
Pos
(72) (28) (70) (30) (74) (26)
p16 - 0,18 0,15
77 26 82 28
Neg
- - (75)  (25) (75)  (25)
22 13 17 11
Pos
- - (63) (37) (61) (39)
p21 - <0,001
92 18
Neg
- - - - (84) (16)
11 17
Pos

- - - - (39) (61)
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p53 p63 p73 pRb

neg pos p neg pos p neg pos p  neg pos P

p14 0,48 0,65 0,14 0,92
Neg 42 10 51 9 43 12 82 17
(81) (19) (85) (15) (78) (22) (83) (17)
Pos 54 9 45 10 53 7 14 2
(86) (14) (82) (18) (88) (12) (88) (13)

p16 0,12 0,99 0,21 0,06
Neg 44 23 56 22 55 17 82 37
(66) (34) (72) (28) (76) (24) (69) (31)
Pos 55 16 43 17 44 22 17 2
(77)  (23) (72) (28) (67) (33) (89) (11)

p21 0,24 0,01 0,2 0,04
Neg 53 14 65 13 57 15 93 26
(79) (21) (83) (17) (79) (21) (78) (22)
Pos 50 21 38 22 46 20 10 9
(70)  (30) (63) (37) (70) (30) (53) (47)

p27 0,27 0,04 0,13 0,69
Neg 56 11 67 11 61 11 96 23
(84) (16) (86) (14) (85) (15) (81) (19)
Pos 54 17 43 17 49 17 14 5
(76)  (24) (72) (28) (74) (26) (74) (26)

p53 0,002 0,04 0,27
Neg 47 31 41 31 60 59
(60) (40) (57) (43) (50) (50)
Pos 20 40 26 40 7 12
(33) (67) (39) (61) (37) (63)

p63 0,01 0,02
Neg 48 24 72 47
(67) (33) (61) (39)
Pos 30 36 6 13
(45) (55) (32) (68)

p73 0,97
Neg 62 57
(52) (48)
Pos 10 9
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Nessas analises foram observadas relagdes estatisticas significativas
entre as expressdes das seguintes proteinas: p14 x p16 (p=0,04), p14 x p21
(p=0,04), p21 x p27 (p<0,001), p21 x p63 (p=0,01), p27 x p63 (p=0,04), p53 x
p63 (p=0,002), p53 x p73 (p=0,04), p63 x p73 (p=0,01) e p63 x pRb (p=0,02).

As demais associacdes nao apresentaram valor de p<0,05.
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6 DISCUSSAO

O carcinoma vulvar é uma doenga que ainda hoje é vista como rara,
acometendo cerca de 1,8/100.000 mulheres. No entanto essa incidéncia
vem crescendo e conhecer as caracteristicas das mulheres acometidas por
essa doencga, bem como a propria doenga em seus aspectos macroscopicos
e moleculares se faz extremamente importante (PINTO 2002; KNOPP et al.
2009).

O carcinoma vulvar geralmente acomete mulheres com idade mais
avangada, entre a sétima e a oitava década de vida, e suas taxas sobem
progressivamente a partir dessa idade (DE HULLU et al. 2006; DE HULLU e
VAN DER ZEE 2006; JUDSON et al. 2006; LANNEAU et al. 2009; DITTMER
et al. 2011). Os dados obtidos nesse estudo corroboram essa informacao,
uma vez que a idade média e mediana ao diagnostico de carcinoma vulvar
foram 69 e 71 anos, respectivamente. Mesmo encontrando a maior parcela
dos tumores acometendo mulheres acima dos 50 anos, a variacdo de idade
encontrada foi extrema, variando entre 15 e 98 anos. Alguns autores
descrevem o aparecimento do carcinoma vulvar em mulheres jovens (abaixo
dos 50 anos) como um processo diretamente relacionado a presenga da
infecgcdo por HPV e outros fatores de risco, tais quais: o uso de tabaco e a
displasia vulvar (HORDING et al. 1994; LANNEAU et al. 2009). No nosso
estudo o numero pequeno de pacientes incluidas no grupo abaixo dos 50

anos nao nos permitiu avaliar a relacdo da infecgao por HPV ou qualquer
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outra variavel que pudesse distinguir esse grupo do outro, formado pelas
mulheres acima dos 50 anos.

Outro fator relevante, ja descrito pela literatura, € a prevaléncia de
casos de carcinoma vulvar em mulheres brancas (SARAIYA et al. 2008;
WATSON et al. 2009). Nesse estudo as mulheres brancas corresponderam
a 88,9% do total de pacientes incluidas o que demonstra uma concordancia
fidedigna aos achados de outros autores.

O baixo grau de instrugdo escolar (analfabetas ou com 1° grau
completo) demonstrou ser o mais frequente entre as mulheres, tendo
representado mais de 70% das mulheres incluidas no presente estudo.
Pouco foi demonstrado até o momento em relacdo aos anos de estudo e o
aparecimento do carcinoma vulvar. BASTA et al. (1999) relacionaram os
baixos niveis de instrucdo a uma menor condicdo socio-econémica. Eles
demonstraram que nesses casos 0 risco de desenvolvimento de carcinoma
vulvar € maior uma vez que essas mulheres possuem menos acesso a
informacéao relacionada a higiene e as doengas sexualmente transmissiveis.
Nesse grupo, a infecgdo por HPV se enquadra como um fator de risco
relevante para o aparecimento do carcinoma vulvar, no entanto a presenca
de infecgdo por HPV nos nossos casos nao foi capaz de separar os grupos
com baixos e altos indices de escolaridade (p=0,8719). Esse fato pode ter
ocorrido pelo fato da maior parte das mulheres acometidas por carcinoma
vulvar nesse trabalho relatarem apenas apenas um parceiro sexual durante

sua vida (87,7%).
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Entre os sintomas o mais comumente descrito foi o prurido, presente
em 70,1% das mulheres. Esse achado é corroborado por outros autores que
demonstraram em suas coortes 0 mesmo sintoma como o mais frequente
(DE HULLU et al. 2006; LANNEAU et al. 2009). A duragao dos sintomas até
o diagndstico do carcinoma vulvar foi extremamente variavel (0,5 a 120
meses), com uma mediana de 6 meses. LANNEAU et al. (2009) fizeram
observacdes muito semelhantes. Na casuistica avaliada por eles, o tempo
médio entre o aparecimento dos sintomas e o diagndstico € de seis meses,
além disso, descreveram que a duracdo dos sintomas pode durar mais de
dez anos.

Importante ressaltar que apesar da duragao dos sintomas ser longa, a
maioria dos carcinomas vulvares foi classificada em estadios precoces
(FIGO I e Il). O estadiamento mais freqlentemente encontrado foi o IB,
conforme ja visto em outros trabalhos (SCHEISTROEN et al. 2002; DE
HULLU et al. 2006; LANNEAU et al. 2009). Esses achados corroboram a
teoria do lento crescimento do carcinoma vulvar e a tendéncia dele
permanecer como doenca localizada por um longo periodo de tempo
(MAGGINO et al. 2000; SCHEISTROEN et al. 2002).

O diagnéstico dos carcinomas vulvares em estadios iniciais reflete
diretamente no tratamento indicado conforme recomendacdo da FIGO
(PECORELLI 2009): para os casos classificados como FIGO 0 e IA (<2cm)
deve ser um tratamento superficial ou vulvectomia parcial, para os casos
FIGO IB com invasdo do estroma maior que 1cm e para aqueles FIGO Il

com tumor maior que 2cm o tratamento de escolha deve ser feito com
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vulvectomia parcial e linfadenectomia. Por fim, para os casos estadiados em
Il e IVA o tratamento deve ser a vulvectomia radical associada a
linfadenectomia. No presente estudo todas as pacientes foram submetidas a
cirurgia, com o procedimento variando de acordo com a necessidade de
cada caso, conforme recomendado pela FIGO (PECORELLI 2009).

Apesar do aprimoramento das técnicas diagndsticas e cirurgicas é
notério que cerca de um tergo das pacientes sofrem recidivas em algum
momento (COULTER e GLEASON 2003), tais achados foram corroborados
pelas observagbes feitas na nossa casuistica uma vez que 38,3% das
pacientes apresentaram recorréncias. A recidiva local atingiu 35,8% das
pacientes enquanto em outros trabalhos esse achado variou entre 53% e
86% (PIURA et al. 1993; MAGGINO et al. 2000; SCHEISTROEN et al. 2002;
COULTER e GLEASON 2003). Essa redugao pode ser atribuida a cirurgias
menos conservadoras que podem ter impedido a formacdo de novos
tumores na mesma regido. A recorréncia linfonodal varia na literatura entre
11% e 38% (PREMPREE e AMORNMARN 1984; BRANDENBERGER et al.
1992; PIURA et al. 1993; MAGGINO et al. 2000), e foi observada em 22,6%
das pacientes incluidas nesse trabalho. Ja a recidiva a distancia foi menos
frequente (9,4%), porém esse achado estd em concordancia com os demais
trabalhos ja publicados que descrevem a recidiva a distancia variando entre
8-37% dos casos de carcinoma vulvar (PREMPREE e AMORNMARN 1984;
MAGGINO et al. 2000).

Importante ressaltar que a recidiva linfonodal e a distdncia sao

atribuidas a alguns fatores como a profundidade da invasao e a invasao dos
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vasos (COULTER e GLEASON 2003). Isso ocorre, pois a invasao do tumor
nas camadas mais inferiores do tecido permite maior contato com vasos e
nervos e com isso aumentam as chances de metastases (DING et al. 2011).
Nos carcinomas vulvares as porcdes superficiais e mediais da derme foram
as mais acometidas, compreendendo 60,6% do total. A invasao vascular,
bem como a invasdo perineural, ndao foram achados frequentes, sendo
observados em 15% e 10,7% dos casos, respectivamente. Tais variaveis
sdo conhecidas, junto a metastase linfonodal, como sinais de bom
prognéstico quando ausentes em tumores e, portanto esse resultado
demonstra uma doenga menos agressiva para as pacientes em questao.

No contexto da avaliagdo progndstica observamos que a infecgdo por
HPV ndo demonstrou relagdo com nenhum dos fatores envolvidos na
avaliagao anatomo-patoldgica; dessa forma, ndo pode ser considerada como
um fator progndstico isolado conforme proposto por MONK et al. (1995) e
KNOPP et al. (2006). Outros trabalhos, ao contrario dos supracitados,
corroboraram com os dados gerados nesse estudo. Nesses trabalhos nao foi
possivel encontrar nenhum fator progndstico relevante envolvido com a
infeccdo por HPV (BLOSS et al. 1991; PINTO et al. 2004; KAGIE et al.
1997a). A relacao progndstica discrepante encontrada pode ser associada a
metodologia utilizada por cada autor para definir a infecgcdo pelo
Papilomavirus humano.

A falta de relagdo prognéstica envolvendo a infecgao por HPV
encontrada nesse trabalho, ndo o isenta do papel ja descrito na

carcinogénese vulvar (MCCLUGGAGE et al. 2009). Segundo ZUR HAUSEN
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(2002) o HPV promove a proliferagao exacerbada das células epiteliais por
meio das suas oncoproteinas E6 e E7. Dentre as fungdes descritas por ZUR
HAUSEN (2002) esta a interagao entre E6 e p53 e de E7 com pRb, ambas
levando a perda dessas proteinas que agem no controle do ciclo celular.
Importante ressaltar que somente as oncoproteinas E6 e E7 dos HPVs de
alto risco sao capazes de desempenhar papel relevante no descontrole do
ciclo celular, portanto a carcinogénese promovida pela infeccdo viral
somente ocorre naqueles casos onde o tipo infectante esta entre os de alto
risco como: HPV16, HPV18, HPV31, HPV33, HPV35, HPV39, HPV45,
HPV51, HPV52, HPV54, HPV56, HPV58, HPV59, HPV66, HPV68 E HPV69
(ZUR HAUSEN 2002).

Entre os carcinomas vulvares a presenga de infecgao por HPV, seja
ela uma infec¢do simples (por apenas um tipo viral) ou mista (por mais de
um tipo viral), foi encontrada em 41% dos casos avaliados, corroborando os
dados da literatura que demonstra uma variagao de 9% a 57%, dependendo
do método de deteccdo (BRANDENBERGER et al. 1992; LEE et al. 1994;
IWASAWA et al. 1997; LERMA et al. 1999; PINTO et al. 2004; KNOPP et al.
2006). Em relagao ao tipo viral infectante, nos carcinomas vulvares (KNOPP
et al. 2006; KLEMBA et al. 2011), assim como nos carcinomas cervicais
(ZUR HAUSEN 2002) o tipo infectante mais encontrado € o HPV16. No
presente estudo essa informacao foi confirmada, uma vez que a presenca do
HPV16 foi demonstrada em mais de 30% dos casos positivos para HPV,
quando considerados os casos em que houve co-infeccdo por mais de um

tipo viral.
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Conforme elucidado por ZUR HAUSEN (2002) a infeccdo pelo
Papilomavirus humano representa uma ameacga ao controle do ciclo celular,
uma vez que algumas de suas oncoproteinas atuam de forma direta, ou
indireta, nesse mecanismo, degradando algumas proteinas como p53 e pRb
ou favorecendo a expressdao de outras como p16. Entre as proteinas
estudadas a infeccdo por HPV ndo apresentou relagcdo estatistica
significativa com nenhuma delas, no entanto p16 mostrou uma tendéncia a
positividade naqueles casos onde a infecgdo estava presente (p=0,06).
Esses dados contrariam grande parte dos estudos publicados até o
momento que demonstraram, principalmente, reducao na expressao de p53
e aumento na expressao de p16 (MCCONNELL et al. 1997; RIETHDORF et
al. 2004; KNOPP et al. 2006; VAN DER AVOORT et al. 2006;
HOEVENAARS et al. 2008). KNOPP et al. (2006) também demonstrou
relacdo significativa entre a expressao de p14 e p27 com a infeccéo por
HPV. Nos casos HPV positivos a oncoproteina E7 pode promover a
expressao de INK4 (p16), e como consequéncia a hiper expressao de p14,
uma vez que ambos compartilham o mesmo locus. Outra atribuicao de E7 é
a o bloqueio na acao dos inibidores de cinase dependentes de ciclinas
(CDKIs) p21 e p27 (ZUR HAUSEN 2002).

As CDKIls sao importantes moléculas envolvidas no controle do ciclo
celular (SHERR e ROBERTS 1999; KNOPP et al. 2009). Elas inibem a
formacao do complexo ciclina-CDK, assim impedindo a fosforilacdo de pRb e
a progressao no ciclo celular (SHERR e ROBERTS 1999; KNOPP et al.

2009). A proteina p21 atua sob regulacéo de p53 (POMERANTZ et al. 1998;
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STOTT et al. 1998; ZHANG et al. 1998), porém nenhuma relagao entre a
expressdo dessas proteinas foi estabelecida (p=0,2414). Somente foi
encontrada relagao significativa entre p21 e p14 (p=0,042) que tem o papel
de impedir a acdo de degradacdo de p53 promovida por MDM2
(POMERANTZ et al. 1998; STOTT et al. 1998; ZHANG et al. 1998). Isso
demonstra que outros mecanismos de regulagdo dessa proteina estdo
presentes nos carcinomas vulvares.

No presente estudo pouca marcacao foi observada para p21 e p27
que apresentaram positividade em 26,5% e 20,9% dos casos,
respectivamente. Essa observacdo corrobora, em parte os achados de
KNOPP et al. (2004) que encontraram p21 e p27 positivos em 42% e 24%
dos casos, respectivamente. Porém ela diverge de outro estudo que
encontrou expressao de p27 presente em 69% dos casos (ZAMPARELLI et
al. 2001). A divergéncia encontrada para a porcentagem de casos positivos
para p21 pode ser explicada devido as diferencas nos scores utilizados.
Apesar do score usado para avaliar as reacdes de imuno-histoquimica desse
estudo ser baseado no score estabelecido por KNOPP et al. (2004), a
classificagao sofreu algumas modificagbes para reduzir os efeitos da maior
sensibilidade promovida pela analise automatizada o que provavelmente
restringiu as os resultados para aqueles casos positivos inequivocos. O
presente estudo e o estudo conduzido por ZAMPARELLI et al. (2001)
apresentaram score semelhante para classificar p27, porém no presente
trabalho foram considerados negativos aqueles casos com intensidade de

marcagao fraca o que gerou um grande numero de casos negativos, porém
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se esses casos fossem incluidos nas analises os casos positivos somariam
57,4% do total.

Relevante ressaltar que houve concordancia entre o aumento de p21
e de p27 nos casos avaliados (p<0,0001) demonstrando que essas duas
proteinas compartiiham mecanismos de estimulacdo. Essa relagdo nao
havia sido descrita em carcinomas vulvares, porém ja foi observada em
neoplasias de laringe (PESCHOS et al. 2005), e nesses casos a co-
expressao de p21 e p27 foi um fator fator determinante para uma doenca
mais agressiva, pois nesses casos a expressao de Ki-67 foi encontrada
significantemente mais elevada. Segundo os autores outros fatores estariam
atuando sobre a regulagao do ciclo celular, uma vez que a marcagao de Ki-
67 sugere que a célula esteja em proliferacdo. No presente estudo essa
hipétese é corroborada pela observacdo do aumento dessas proteinas estar
atrelado ao aumento na expressdao da variante ANp63 da proteina p63
homodloga a p53. Essa isoforma ndao mantém os efeitos supressores
tumorais normalmente observados na proteina integra, atuando
negativamente sobre as formas selvagens de p53, p63 e p73 (VAN
BOKHOVEN e BRUNNER 2002; PIETSCH et al. 2008). Dessa maneira a
célula tumoral possui maior habilidade de evasdo aos mecanismos de
controle do ciclo celular, tais como as CDKIls. Outro fator importante que
sustenta essa hipdtese € o fato desses supressores apresentarem pouca ou
nenhuma relacdo com as variaveis anatomo-patoldgicas avaliadas. No
entanto, a expressdo de p21 foi correlacionada a expressdao de pRDb,

portanto, seu papel supressor poderia estar em parte preservado e isso pode
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ter refletido na relacdo estabelecida entre a presenca de p21 e os
estadiamentos FIGO | e Il (p=0,026).

Apesar disso a expressao de p21 ndo sugere relagado alguma com o
prognéstico da doencga, pelo contrario, uma vez que KNOPP et al. (2004),
associaram a expressao de p21 a piores taxas de sobrevida nas pacientes
estadiadas como FIGO | e Il. Essa relagao inesperada pode ser explicada
pela infeccao por pelo virus HPV, uma vez que a sua oncoproteina E7 é
capaz de bloquear a agao de p21 (ZUR HAUSEN 2002); pela formagao de
complexos com o antigeno nuclear de proliferagdo celular (do inglés —
PCNA), liberando assim o complexo ciclina-CDK (ERBER et al. 1997) ou
mesmo pelo aumento na expressao de ciclina D1 (VAN OIJEN et al. 1998).
A perda de expressao da p27 nao apresentou relacdo com o estadiamento
da doenca, demonstrando que esse evento pode ocorrer na fase inicial da
carcinogénese vulvar. Porém para elucidar essa hipétese um estudo
envolvendo lesdes pré neoplasicas seria necessario.

Eventual estudo comparativo poderia avaliar a possivel relagao entre
a expressao do gene CDKN1A (p21) com o0s processos iniciais da
carcinogénese vulvar, visto que foi encontrada uma diminuigao significativa
na expressao do RNA mensageiro (mMRNA) nos carcinomas vulvares quando
comparados aos tecidos normais (p=0,002). Segundo RONINSON et al.
(2002), mutagdes somaticas sao raras nesse gene, no entanto cerca de 40
polimorfismos ja foram descritos (National Institute of Environmental Health
Sciences-NIEHS 2004), alguns deles alterando a fungao da proteina p21

(MOUSSES et al. 1995; LI et al. 2005). No entanto, nenhum desses achados
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seria capaz de elucidar o mecanismo pelo qual ocorreu a redugcado na
expressao do gene CDKN1A nos carcinomas vulvares avaliados, porém uma
hipotese proposta por LI et al. (2005) sugere que pelo menos um desses
polimorfismos pode alterar a estabilidade do mRNA de p21, alterando assim
sua expressao. Importante ressaltar que a regido de tecido normal utilizada
para as analises foi obtida a partir de borda tumoral, portanto ndo podemos
afirmar que esteja livre de doengas associadas ou de influéncias do préprio
tumor. Além disso, ndo podemos deixar de mencionar que o aumento na
expressao da proteina p21 ndo foi observado na maioria dos casos
avaliados por qRT-PCR.

Ainda a respeito da expressao génica de CDKN1A (p21), a diminuigao
na expressao de p2l1 nas amostras tumorais ocorreu de maneira
concomitante a diminuigdo na expressédo do gene TP53, corroborando assim
os dados de XIONG et al. (1993) que descreveram a notoria a relagao entre
a expressao de p53 e p21, demonstrando que o aumento de p53 em
resposta a danos no DNA age induzindo o aumento de expressédo de p21,
levando a parada no ciclo celular no checkpoint de G1 ou a apoptose.

A proteina p16, membro da familia das CDKls, também foi avaliada
nesse trabalho e apresentou marcagéo positiva em 29,4% dos carcinomas
vulvares avaliados. Importante ressaltar que nesse trabalho somente a
marcacgao nuclear de p16 foi considerada positiva, uma vez que a avaliagao
citoplasmatica ndo € um consenso na literatura. Os demais estudos em que
a expressao dessa proteina foi analisada demonstraram-na com positividade

nuclear e/ou citoplasmatica entre 24,3% e 43% (CHAN et al. 1998; KNOPP
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et al. 2004; NOGUEIRA et al. 2006; TRINGLER et al. 2007). KNOPP et al.
(2004) encontraram grande associagao entre a alta expressao de p16 e risco
reduzido de desenvolver metastases linfonodais e de 6bito por cancer vulvar,
principalmente entre as mulheres jovens. Essa associacdo pode ter sido
fortalecida pelo fato das infecgdes por HPV serem mais frequentes nesse
grupo de mulheres, e essa infecgao ser considerada um fator de bom
progndéstico nos carcinomas vulvares, uma vez que as pacientes apresentam
maiores taxas de sobrevida (KNOPP et al. 2006). A relagdo entre as
metastases linfonodais e sobrevida com a expressdao de p16 nao foi
alcancada nesse estudo, provavelmente pela falta de relagdo entre a
infeccao pelo Papilomavirus humano e a expressao dessa proteina (p=0,06).
No entanto a expressao de p16 obteve relagdo estatisticamente significativa
com os estadiamentos FIGO | e Il (p=0,023). Esse fato sugere uma
tendéncia de melhor prognéstico associada a expressao de p16, conforme
relatos de alguns autores (KNOPP et al. 2004; TRINGLER et al. 2007), uma
vez que os casos estadiados como FIGO | e Il apresentam tumores mais
superficiais e um tratamento menos invasivo pode ser proposto
(PECORELLI 2009).

A expressdao do RNA mensageiro codificador da proteina também foi
avaliada, e como resultado obtivemos uma elevada expressdo nas amostras
tumorais quando correlacionadas as respectivas amostras normais
provenientes da borda tumoral. Essa alteracédo, pelo menos em teoria, ndo
esta correta, uma vez que a proteina codificada se trata de uma supressora

tumoral. No entanto, o fato dessas analises terem sido realizadas com uma
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quantidade elevada de amostras HPV positivas pode ser sugestivo de
interferéncia da oncoproteina viral E7 na liberagao de E2F com consequiente
estimulacao do locus de génico de p16 conforme descrito por outros autores
para explicar a expressao elevada da proteina p16 em carcinomas vulvares
(RIETHDOREF et al. 2004; KNOPP et al. 2004, 2006).

O locus génico dessa proteina também é responsavel pela formagao
de outra proteina, a p14, por meio de um exon alternativo. O mRNA
codificador de p16 é transcrito a partir da interacdo do exon 1a com os
exons 2 e 3, enquanto o mMRNA de p14 é formado a partir da interagao entre
os exons 2 e 3 com um splicing alternativo do exon 18 (HABER 1997;
LLOYD 2000).

As analises protéicas de p14 e p16 demonstraram intima relagao
entre o aumento de p14 concomitante ao de p16 (p=0,037) confirmando os
achados de KNOPP et al. (2004). Outro fator que corroborou esses achados
foi o padrao de expressao do mRNA de p14, que foi bastante semelhante ao
observado nas analises do transcrito de p16, revelando ser mais expresso
nos tumores em relagdo as amostras normais (p<0,001). Dessa forma,
podemos inferir que a relacdo entre p14 e p16 se deve provavelmente ao
compartilhamento do locus génico e de fatores estimuladores da transcrigéo,
como a infecgao por HPV.

A expressdo de mRNA de p14, assim como as demais analises de
gRT-PCR, néo foi passivel de relacdo com as variaveis clinicas e anatomo-
patolégicas, porém essa relagdo pode ser inferida partindo do pressuposto

que o aumento da expressdo de mRNA normalmente € seguido por aumento
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na expressao protéica. Nesse estudo a positividade para p14 demonstrou
grande afinidade aos casos em que houve invasdo vascular, quando
comparados aqueles casos em que nao foi possivel identificar a expressao
da proteina (p=0,047). A marcagdo imunohistoquimica de p14 também
separou as pacientes em dois grupos em relagdo a sobrevida: o primeiro,
positivo para p14, demonstrou pior sobrevida livre de doencga e sobrevida
cancer epecifica, o segundo grupo, composto por tumores negativos para
p14, demonstrou melhores taxas de sobrevida. Esse fato contraria os
achados em outros trabalhos que encontraram a baixa expressao de mRNA
de p14 em carcinomas de esbfago e da proteina em carcinomas de lingua,
como fatores de pior prognéstico (KWONG et al. 2005; ITO et al. 2007).
Também contraria os achados de KNOPP et al. (2006), que demonstraram
melhor sobrevida, e valor progndstico positivo em analises multivariadas
para aqueles casos de carcinoma vulvar com p14 positivo.

Outra diferenca encontrada foi 0 numero de casos positivos nesse
estudo (16,4%) comparados aos observados por KNOPP et al. (2006)
(35,9%). A diferengca no numero de casos positivos pode ser atribuida a
avaliagdo desse marcador, que além de sofrer influéncia devido ao
avaliador, também apresentou heterogeneidade de marcagao nucleolar,
podendo assim ter sofrido com falsos negativos. Tal informagado é
corroborada pelo fato do unico outro estudo envolvendo a expressao de p14
em carcinomas vulvares ter descrito positividade em aproximadamente 58%

dos casos avaliados (O’NIONS et al. 2001).
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Ja a diferenca encontrada entre a relagdo progndstica pode ser
explicada pela acédo dubia de E2F. Esse fator de transcricdo € liberado com
a fosforilacdo de pRb e pode promover ag¢des anti tumorais, como inducéo
de p73, p14 e p16, além de fatores pré tumorais, como atuar induzindo a
transcricdo de genes envolvidos na progressao do ciclo celular. Esse fator
de transcricdo sofre influéncia da interagcao de diversas proteinas do ciclo
celular, bem como de proteinas externas como a E7 do virus HPV (IRWIN et
al. 2000; ZUR HAUSEN 2002). Em carcinomas de esbdfago a expressao de
E2F foi descrita como um fator progndstico adverso (YAMAZAKI et al. 2005),
portanto, levando em consideragédo essa informagéo, podemos sugerir que
nos carcinomas vulvares os efeitos pré-tumorais podem sobrepujar os
efeitos benéficos supressor de tumores que ela pode induzir, como o
estimulo de p14.

O fator de transcricdo E2F, conforme descrito, possui uma intima
relagdo com a proteina supressora tumoral pRb (DU e POGORILER 2006),
que, por sua vez, ja foi descrita com expressdo reduzida em diversos
tumores como carcinoma de mama (JARES et al. 1997), de pulmao
(BETTICHER et al. 1997) e de bexiga (COTE et al. 1998). Em carcinomas
vulvares, a perda de expressdo de pRb também é um achado frequente
(CHAN et al. 1998; ROLFE et al. 2001; LERMA et al. 2002; KNOPP et al.
2006) corroborando a avaliagdo IHQ desse estudo, que encontrou altas
taxas de negatividade para pRb.

A expressdao de pRb, quando comparada as variaveis clinicas e

anatomo-patoldgicas, foi relacionada significantemente somente aqueles
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casos que nao apresentaram lesdes associadas, e naqueles que continham,
a positividade para essa proteinas foi irrelevante. A falta de relagao de pRb
com as variaveis avaliadas corroborada por outros autores (LERMA et al.
1999; KNOPP et al. 2006) e o grande numero de casos negativos
observados, sugerem que pRb esteja envolvido em processos iniciais da
carcinogénese vulvar, conforme ja sugerido por ZAMPARELLI et al. (2001).

A relacao entre a presenca de lesdes associadas e a expressao de
pRb na literatura é limitada, porém CHAN et al. (1998) demonstraram que a
neoplasia intraepitelial vulvar, enquanto lesao precursora, apresentou
auséncia de expressao para pRb em 60% dos casos avaliados. Seguindo
esse padrao, podemos sugerir que talvez, alguns desses casos em que as
lesdes estivessem presentes fossem casos que evoluiram para carcinoma a
partir dessas lesdes e que, portanto perderam a expressao dessa proteina.
Outras possibilidades devem ser avaliadas, uma vez que a evolugao dos
carcinomas vulvares a partir de lesbes precursoras € pouco frequente
(JEFFCOATE e WOODCOCK 1961; MEFFERT et al. 1995). A possibilidade
de haver relagao inversa entre a expressao de p16 e pRb, ja averiguada em
outros trabalhos (SHAPIRO et al. 1995; YEAGER et al. 1995), inclusive em
carcinomas vulvares (CHAN et al. 1998), também n&o foi encontrada.

As lesbes associadas ao carcinoma vulvar também foram as unicas
alteragcdes encontradas com relagdo estatisticamente significativa nas
analises de expressao protéica de p53 que apresentou marcacao positiva
em 53% dos 134 casos avaliaveis, corroborando os achados de outros

estudos em carcinomas vulvares que encontraram uma variagdo na
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positividade entre 35% e 68% (MILDE-LANGOSCH e RIETHDORF 1995;
KAGIE et al. 1997a; LERMA et al. 1999; SALMASO et al. 2000). O aumento
significativo de p53 identificado nos casos em que o carcinoma vulvar
apresentou lesbes adjacentes nao demonstrou relevancia para
MCCONNELL et al. (1997) que estudaram 115 tumores vulvares com ou
sem lesdes associadas, portanto esse achado pode ser apenas um reflexo
de um mecanismo de stress causado por isquemia ou inflamagao promovido
pelas lesdes (LIEGL e REGAUER 2006). Nenhuma outra variavel clinica e
anatomopatoldégia apresentou qualquer relagcdo com a expressdo de p53,
nem mesmo a infeccdo por HPV ou a sobrevida das mulheres acometidas
pelo carcinoma vulvar. Na literatura esses dados sdo controversos, uma vez
que alguns trabalhos corroboram com as constatagbes aqui apresentadas
(KAGIE et al. 1997a e b; MCCONNELL et al. 1997), enquanto outros as
refutam (SCHEISTROEN et al. 1999; SALMASO et al. 2000).
SCHEISTROEN et al. (1999) demonstraram relacdo progndstica somente
em tumores mais avangados (FIGO Il e IV), enquanto no presente trabalho
nenhuma relagdo foi estabelecida entre a expressdo de p53 e o
estadiamento tumoral.

A avaliagdo do status génico revelou uma copia do gene TP53
deletada em apenas 6,3% dos casos. Em somente 1 dos 4 casos com
delecao houve concomitante auséncia de expressao da proteina p53, o que
sugere, apesar do pequeno numero amostral, que mutagdes estejam
presentes na copia restante do gene nas amostras p53 positivas conforme

proposto por ROIJER et al. (1997), que observaram padrdo semelhante em
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carcinomas adendides cisticos. Essa teoria também é sustentada por outros
trabalhos que encontraram mutacdées em TP53 como alteracdes frequientes
em carcinomas vulvares (VANIN et al. 2002; OSAKABE et al. 2007; PINTO
et al. 2010). Outro fato que corrobora a hipétese proposta por ROIJER et al.
(1997) é redugao na expressdo de mRNA responsavel pela tradugdo da
proteina selvagem observada nas amostras tumorais.

Com funcao similar a p53 quando representadas pelas isoformas
contendo o dominio de transativagao (HIBI et al. 2000; ZAIKA et al. 2002), as
proteinas p63 e p73 ainda permanecem pouco compreendidas em
carcinomas vulvares. Nos casos incluidos nesse estudo a marcacgao de p63
e p73 foi observada em 50,4% e 68%, respectivamente. Essa marcagao
compreende as isoformas a e B contendo o dominio de transativagao de p73
e a proteina p63 sem a amino-terminal homdloga a p53 (ANp63). A
expressao concomitante dessas proteinas, bem como de cada uma delas
com sua homologa p53, atingiu relevancia estatistica. Essa associagao
sugere que elas atuem simultaneamente e que os mecanismos de auto-
regulagcéo entre elas ja descrito por outros autores esta presente também
nos carcinomas vulvares, uma vez que as isoformas que nido contém o
dominio de transativacao sdo capazes de regular a atividade das proteinas
selvagens (VAN BOKHOVEN e BRUNNER 2002; ZAIKA et al. 2002;
PIETSCH et al. 2008).

Em carcinomas vulvares, segundo estudo conduzido por O’'NIONS et
al. (2001), as principais isoformas de p73 expressas sdo as do tipo a e vy,

portanto as nossas analises cobrem, pelo menos em parte a expressao
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preferencial do gene TP73. A expressao aumentada da proteina p73
observada corrobora outros estudos em tumores de mama (ZAIKA et al.
1999), bexiga (CHI et al. 1999), em carcinomas hepatocelulares
(TANNAPFEL et al. 1999), em carcinomas biliares extra-hepaticos (HONG et
al. 2007) e vulvares (O’NIONS et al. 2001).

Nas analises do transcrito do gene TP73 a expressao também se
mostrou elevada. A expressdo do mRNA responsavel pela codificacdo da
proteina selvagem revelou um aumento significativo nas amostras tumorais
quando comparadas as amostras normais. Esse aumento pode ser
explicado pelo grande numero de casos HPV positivos contidos nas
amostras utilizadas para a realizagao da técnica de gRT-PCR, uma vez que
€ notdria a relagao existente entre o aumento de E2F livre e a inducao de
expressado de p73 (IRWIN et al. 2000; LISSY et al. 2000), bem como o
aumento na liberagcdo desse fator de transcricdo naqueles casos onde a
oncoproteina viral E7 atua sobre pRb (ZUR HAUSEN 2002). Portanto, E2F
pode ser o responsavel pelo aumento da transcricdo de p73 nos carcinomas
vulvares. Essa hipotese pode ser confirmada pelo fato de apenas 3 amostras
terem apresentado marcagdo IHQ positiva para pRb entre as amostras
avaliadas por qRT-PCR.

A relagao entre a expressao de p73 e fatores progndsticos € escassa
em carcinomas vulvares, contudo O’NIONS et al. (2001) relacionaram o
aumento na sua expressdo a graus tumorais mais avancados em
carcinomas vulvares assim como TANNAPFEL et al. (1999) que

relacionaram-a a progressdao do tumor em carcinomas hepaticos. Esses
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dados divergem dos nossos achados, uma vez que a marcagao de p73
ocorreu preferencialmente nos casos estadiados como FIGO | e Il (p=0,005).
Porém, é importante ressaltar que em carcinomas vulvares a principal
isoforma encontrada foi a A2p73 (O’NIONS et al. 2001), que nao dispde do
dominio de transativacao, e portanto pode desemprenhar um papel ati-
apoptético, inibindo a proteina p73 selvagem além da p53 (FILLIPOVICH et
al. 2001). No presente estudo, o anticorpo utilizado permitiu a avaliagdo da
proteina contendo o dominio de transativacdo, e portanto a expressao
elevada nos carcinomas vulvares menos avancados era esperada, uma vez
que mutagcbes no gene TP73, assim como no TP63, ndo sao achados
freqUentes em canceres (YOSHIKAWA et al. 1999).

A mesma relacdo encontrada entre p73 e o estadiamento foi
observada para a expressao de p63; no entanto, esse dado é conflitante
com o fato da proteina marcada nesse trabalho nao conter a porcao
aminoterminal, responsavel pelo papel supressor de tumor (VAN
BOKHOVEN e BRUNNER 2002).

O estadiamento da doenca nao reflete no diagndstico anatomo-
patolégico diretamente, portanto carcinomas vulvares estadiados como
FIGO | e Il podem ser representados por tipos histolégicos menos
diferenciados, os quais normalmente possuem maior expressao de p63
(ZAIKA e EL-RIFAI 2006). No presente estudo nao foi possivel obter relagéo
estatistica significativa com os grupos histolégicos isolados ou unindo-os em
grupos contendo os subtipos menos e mais diferenciados. Tampouco foi

observado pior prognéstico naquelas pacientes com alteragado na expressao
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de p63 conforme ja foi visto em tumores cervicais (CHO et al. 2003),
carcinomas de cabecga e pescogo (LO MUZIO et al. 2005), de bexiga (PARK
et al. 2000) e ovario (MARCHINI et al. 2007).

Em principio a auséncia de correlagao significaria um mecanismo anti-
tumoral produzido por ANp63, uma vez que somente essa variante é
reconhecida pelo anticorpo utilizado; contudo, como nao foi feita a
verificacdo da presenga concomitante de outras variantes, ndo se pode
afirmar que ANp63 ndo desempenhe o mesmo papel pré-tumoral observado
em outros tumores (MARCHINI et al. 2007). Outro fator relevante a ser
considerado para a falta de relagdo com pior progndstico € a provavel agao
anti-tumoral da proteina ANp63 descrita por DOHN et al. (2001), uma vez
que ela pode conter um dominio de transativacdo secundario suficiente para
promover a seus efeitos supressores de tumor. Essa ultima sugestdo pode
ser inferida nos resultados do presente estudo uma vez que a expressao de
ANp63 obteve correlagédo estatistica com a da proteina pRb (p=0,0182). A
relagdo entre ambas nao é direta, porém a interferéncia nas proteinas do
ciclo celular promovida por ANp63 sem o dominio de transativacio
secundario pode afetar o grau de fosforilagdo de pRb (VAN BOKHOVEN e
BRUNNER 2002).

A falta de relagéo prognédstica também foi verificada em outra proteina
ainda nao descrita em carcinomas vulvares, a BRCA1. Essa proteina é
considerada supressora tumoral principalmente por apresentar importante
papel na recombinagdo homodloga frente a danos no DNA (WANG et al.

2001). Sua associagdo com processos tumorais € bem descrita em
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carcinomas da mama e ovario, por mutagdes germinativas ou esporadicas,
que levam a perda de sua expressao (ESTEVES et al. 2009; AL-MULLA et
al. 2009). A alteracédo na expressao dessa proteina também é relacionada a
resisténcia a quimioterapia (QUINN et al. 2003). Em carcinomas de pulméo
do tipo nao-pequenas células, a expressao de BRCA1 foi observada em
93% dos casos avaliados (WACHTERS et al. 2005) corroborando os
achados do presente estudo, em que 93,8% das amostras foram positivas
para BRCA1. Assim como descrito por WACHTERS et al. (2005) em
tumores de pulméo, e por VORA et al. (2003) em carcinomas da lingua sem
separacao por estadios clinicos, nenhuma relagdo com a sobrevida das
pacientes foi observada, demonstrando que a expressao de BRCA1 sozinha
nao € ser um bom marcador prognéstico em carcinomas vulvares. Outro
fator que favorece essa constatacdo €& a auséncia de relacao
estatisticamente significativa entre a expressao dessa proteina com qualquer
variavel clinica e anatomo-patoldgica.

BRCA1 esta envolvida em diversos processos celulares, portanto,
mesmo apresentando importante fungéo no reparo ao DNA (WACHTERS et
al. 2005), essa pode nao ser a fungdo predominante nos carcinomas
vulvares, visto que nenhuma alteracdo foi percebida na analise do seu
MRNA quando comparada as amostras de tecido normal com as amostras
de tecido tumoral (p=0,53).

Assim como BRCA1, mutagbes germinativas no gene PTEN estado
associadas a tumores hereditarios como os de mama e tiredide

(CRISTOFANO e PANDOLFI 2000), porém varios relatos também
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descrevem mutagdes somaticas relacionando-as a melanomas, tumores de
mama, endométrio, cabega e pescogo e carcinomas vulvares (TSAO et al.
1998; SHAO et al. 1998; PERREN et al. 1999; MUTTER et al. 2000;
HOLWAY et al. 2000). A expressao protéica de PTEN, no entanto, pode ser
alterada por outros mecanismos além de mutagbes, tais como
hipermetilagdo do seu promotor, splings alternativos do pré mRNA e
modificagdes pods-traducionais (LEE et al. 2001). As expressdes génica e
protéica de PTEN no presente estudo demonstraram baixa expressao nos
carcinomas vulvares. Em relacdo ao mRNA a expressao foi mais de quatro
vezes menor nas amostras tumorais quando comparadas as amostras
normais (p<0,0001), e esse decréscimo foi corroborado pelas analises
imuno-histoquimicas das amostras tumorais avaliadas por qRT-PCR que
apresentaram grande numero de amostras sem qualquer marcagao para
PTEN. Além disso, somente 14% do total de casos avaliados no presente
estudo para avaliacdo protéica apresentaram positividade para PTEN, um
numero bem abaixo dos ja descritos em tumores de lingua (71%) (LEE et al.
2001), de pulméo (76%) (SORIA et al. 2002) e de laringe (82%) (SULLU et
al. 2010). No entanto, em adenocarcinomas de endométrio (MUTTER et al.
2000), em neoplasias hematologicas (DAHIA et al. 1999) e em carcinomas
de pénis (STANKIEWICZ et al. 2011), foi observada perda de expressao de
PTEN em mais de 50% dos casos avaliados, demonstrando que as
discrepancias observadas podem ser atribuidas as particularidades teciduais
e a mecanismos de inativagdo da transcricdo génica ou traducéo protéica.

Apesar dessa alteracdo marcante na expressao de PTEN nos carcinomas
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vulvares nao foi possivel estabelecer nenhuma relagcdo com fatores
prognésticos ja instituidos em outros tumores como a associagcado positiva
com o grau tumoral (SQUARIZE et al. 2002; STANKIEWICZ et al. 2011),
com a auséncia de metastases e com melhor sobrevida (LEE et al. 2001).
No intuito de verificar um possivel mecanismo pelo qual ocorreu a
diminuicdo de expressao protéica de PTEN nos carcinomas vulvares foi
realizada a avaliagao do status génico que verificou delecado somente em 3%
dos casos avaliados, corroborando os achados em carcinomas de pénis
obtidos por STANKIEWICZ et al. (2011) que encontraram delegbes em
apenas 4% dos casos. Essa informagdo, associada aos dados obtidos a
partir da avaliagdo do mRNA de PTEN sugere que os mecanismos pelos
quais ocorreu a diminuigdo na expressao protéica estao ligados a transcrigao
génica, provavelmente a metilagdo no promotor do gene conforme sugerido

por SORIA et al. (2002).



115

7 CONCLUSOES

A espressao das proteinas p16, p21, p27, p53, p63, pRb, PTEN e
BRCA1 nao representam, até o momento, valiosos marcadores prognésticos
em carcinomas vulvares. Por outro lado, a expressao de p14 esta associada
a casos com pior prognostico, enquanto a expressao de p73 é sugestiva de
melhor prognostico em carcinomas vulvares.

Nesse contexto pacientes com tumores p14 positivos apresentaram
recidivas mais precocemente e também evoluiram para obito mais rapido
quando comparadas as mulheres com tumores p14 negativos, enquanto a
expressao de p73 esta ligada a casos estadiados mais precocemente e com
menores taxas de metastase linfonodal.

O status génico de PTEN e TP53 nao aparece como fator
determinante ou de grande relevancia para a carcinogénese vulvar.

A expressdo dos genes CDKN2A(p16), CDKN1A, TP53, TP73,
CDKN2A(p14), RB, PTEN e BRCAL necessita de estudos complementares e
mais amplos para que seja estabelecida a relevancia da mesma nos
carcinomas vulvares.

A infeccdo por HPV se mostrou frequente e similar a observada em
outros trabalhos, assim como o tipo infectante mais comum, o HPV16. No
entanto a infecgao por HPV nao representou nenhum valor progndstico para

o carcinoma vulvar.
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Anexo 1 - Estadiamento FIGO (2009) para os carcinomas vulvares.

ESTADIAMENTO DO CARCINOMA VULVAR

Estadiamento FIGO

Caracteristicas do tumor

0

A

B

nc

IVA

IVB

Carcinoma in situ (carcinoma pré-invasivo)

Tumor confinado a vulva ou vulva e perineo, 2 cm
Ou menos em sua maior dimensao

Tumor confinado a vulva ou perineo, < 2 cm de
tamanho, com invasdo do estroma < 1mm e
linfonodos negativos *

Tumor confinado a vulva ou perineo,> 2cm de
tamanho ou com invasdao do estroma> 1mm e

linfonodos negativos *

Tumor de qualquer tamanho com propagagdes
adjacentes (uretra inferior, vagina, anus) e

linfonodos negativos

Tumor de qualquer tamanho com linfonodos inguino-
femorais positivos: uma metastase linfonodal >5 mm
ou 1-2 metastases linfaticas <5 mm

Tumor de qualquer tamanho com 2 ou mais
metastases linfonodais >5 mm ou 3 ou mais
metastases linfonodais >5 mm

Tumor de qualquer tamanho com linfonodo(s)

positivo(s) com propagacao extracapsular

Tumor invade qualquer das seguintes estruturas:
mucosa da bexiga, mucosa retal, mucosa uretral
superior, ou fixado ao o0sso e / ou metastases
regionais bilaterais

IVB Qualquer metastase distante incluindo

linfonodos pélvicos

*

juncdo epitelial-estromal
0 ponto mais profundo da invasao.

A profundidade da invasdao é definida como a medida do tumor a partir da
papila dérmica adjacente mais superficial até
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Anexo 3 - Proximos Passos

Em canceres vulvares sdao poucos os dados a respeito das variacdes
de copias gendbmicas. Estas podem favorecer a carcinogénese uma vez que
a aquisicao ou perda de copias do DNA podem atingir locus de oncogenes
ou genes supressores tumorais, respectivamente. Portanto iremos realizar
uma analise em larga escala do genoma de mulheres afetadas pelo
carcinoma vulvar utilizando a metodologia de Hibridagdo Genbdmica
Comparativa (CGH) em array que detecta variagcbes no numero de copias do
DNA. Também iremos avaliar o perfil de expressao génica desses tumores
em analise de larga escala para integrar os dados e tentar identificar regides
do DNA com variagdes no numero de copias e genes diferencialmente
expressos, buscando encontrar genes candidatos para determinar melhores

e mais acurados valores prognosticos no carcinoma vulvar.



