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RESUMO

Maia BM. Alteragdes em oncogenes em carcinoma de vulva: correlagao
com fatores progndésticos anatomo-patolégicos, dados clinicos e
infeccdo por HPV. Sédo Paulo; 2011. [Dissertacdo de Mestrado-Fundacéo

Antdnio Prudente].

INTRODUGCAO: O carcinoma de vulva € um tumor maligno raro que se
apresenta mais comumente sob a forma de Carcinoma Epidermodide,
representando 90% dos tumores vulvares. Trata-se de uma neoplasia que
abrange cerca de 3 a 5% dos tumores malignos do trato genital feminino. O
interesse médico por este tipo de carcinoma se acentuou na ultima década,
dado o reconhecimento da crescente incidéncia da doenca, e pelo fato do
conhecimento existente das alteracdes moleculares neste tipo de tumor ser,
ainda, extremamente limitado. OBJETIVOS: Avaliar alteracées gendmicas e
expressdo protéica dos oncogenes HER-2, EGFR, c-KIT, c-MYC, n-MYC,
NDRG-1, buscando correlaciona-las com a presenca de infeccdo por HPV
para a determinacdo de valores prognésticos em carcinomas de vulva.
METODOS: Foram selecionados 139 casos de carcinomas de vulva dos
arquivos do Departamento de Anatomia Patoldégica do Hospital A. C.
Camargo para a construcdo de microarranjos de tecido (TMASs). Foram
avaliadas alteracbes em oncogenes e em NDRG-1 através de técnicas de
imunoistoquimica e FISH, correlacionadas aos dados clinicos das pacientes
obtidos de seus prontuarios clinicos meédicos, tais como: sobrevida,
acometimento linfonodal, metastase e recidiva, dentre outros, além da
associagcdo com fatores prognosticos bem estabelecidos em anatomia
patolégica (graduacéo histologica, estadiamento FIGO). Os achados de
imunoistoquimica foram, ainda, comparados com os resultados obtidos pela
avaliacdo génica por FISH. RESULTADOS: Dados epidemioldgicos
levantados e positividade de HPV em cerca de 40% das amostras foram

muito semelhantes ao citado na literatura. Em relacdo aos oncogenes



avaliados, nosso estudo mostrou um dado inédito na literatura a respeito da
correlacdo de 100% entre o FISH e a 1IQ para HER-2 e EGFR. Um pequeno
namero de casos com hiperexpressdo destes receptores foi observado.
Positividade da marcacdo de EGFR foi correlacionada com nivel de
significancia estatistico marginal (p=0,08), com estadios mais avancados da
doenca. J4 a positividade de c-KIT, também com nivel de significancia
marginal, mostou uma tendéncia de melhor sobrevida (p=0,08) e auséncia
de lesdes associadas ao tumor, tais como presencga de carcinoma in situ,
VINs (usuais ou diferenciadas), acantose vulvar e liquen escleroso (p=0,09).
Esta positividade também foi correlacionada com infec¢do pelo HPV com
nivel estatistico marginal (p=0,08). Positividade de c-MYC foi correlacionada
com maior potencial invasor da doenca (p=0,03). Ja a positividade de
NDRG-1 mostrou tendéncia de pior progndstico. A avaliacdo de n-MYC nao
mostrou associacdes relevantes. CONCLUSOES: Em carcinomas de vulva,
parece haver indicativos de uma possivel tendéncia de pior prognéstico dos
tumores com marcacédo positiva de HER-2 e NDRG-1, de melhor prognéstico
para tumores positivos para c-KIT e que EGFR pode estar relacionado a
progressdo da doenca e c-MYC ao potencial de invasdo do tumor.
Entretanto, mais estudos sdo necessarios para elucidar o papel destes

marcadores nos tumores vulvares.



SUMMARY

Maia BM. [Oncogenes alterations in vulvar carcinoma: correlation with
prognostic factors, clinical data and HPV infection]. Sdo Paulo; 2011.

[Dissertacdo de Mestrado-Fundacdo Antdnio Prudente].

INTRODUCTION: Vulvar carcinoma is a rare malignant tumor that presents
most commonly as squamous cell carcinoma, representing 90% of vulvar
tumors. It is a neoplasm that comprises about 3-5% of female genital tract
malignant tumors. The medical interest in this type of carcinoma was
accentuated in the last decade due to the recognition of the increasing
incidence of the disease and because of the limited existing knowledge of the
molecular alterations in this type of tumor. AIM: To evaluate genomic
alterations and protein expression of the oncogenes HER-2, EGFR, c-KIT, c-
MYC, n-MYC, NDRG-1, seeking to correlate these changes with the
presence of infection of HPV in order to determine its prognostic importance
of the vulvar neoplasms. METHODS: One hundred and thirty-nine cases of
vulvar carcinomas were selected from the Anatomic Pathology department,
Hospital AC Camargo to construct the tissue microarrays (TMAs). Changes
in oncogenes and NDRG-1 were evaluated by immunohistochemistry and
FISH and these changes were correlated with clinical data of pacients,
obtained from medical records, such as survival, lymph node involvement,
metastases and recurrence, among others, in addition to association with
well-established prognostic factors in anatomic pathology (histological grade
and FIGO staging). The immunohistochemical findings were also compared
with the results obtained by FISH. RESULTS: The epidemiologic data
evaluated and HPV positivity observed in about 40% of the samples were
similar to those results reported on the literature. In relation to the oncogenes
evaluated in the present study, our results showed a novel data on the
literature regarding the 100% correlation between FISH and IHC for HER-2
and EGFR. A small number of cases with overexpression of these receptors



was observed. EGFR positivity was associated (with marginal level of
statistic significance, p=0,08) with advanced stages of the disease. The
positivity of c-KIT with marginal level of significance was correlated with
better survival (p=0,08) and absence associated lesions (p=0,09). This
positivity was also correlated with HPV infection, but with marginal statistical
significance (p=0,08). c-MYC positivity was correlated with invasion potential
of the tumor (p=0,03). NDRG-1 positivity showed a trend of association with
worse prognosis. CONCLUSIONS: Our findings indicate that, in vulvar
carcinoma, tumors stained positively for HER-2 and NDRG-1 seem to be an
indicative of poor prognosis and tumors stained for c-KIT seem to have better
prognosis for vulvar cancer, whereas EGFR may be associated with tumor
progression and c-MYC with tumor invasion. However, further studies are

needed to elucidate the role of these markers in vulvar carcinomas.
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INTRODUCAO

“It is the theory that decides what we can observe”.
Albert Einstein



1  INTRODUCAO

1.1 ANATOMIA E HISTOLOGIA DA VULVA

A vulva ou genitalia externa feminina consiste no monte pubico,
pequenos e grandes labios, clitoris, além do orificio da uretra e pequenas
glandulas localizadas no vestibulo - espaco correspondente a abertura
externa da vagina, incluido pelos pequenos labios (FRISTACHI 2004;
JUNQUEIRA e CARNEIRO 2004), sendo abundantemente provida de
vascularizacéo e inervac¢des (FONSECA-MOUTINHO 2008).

Os labios menores sao dobras da mucosa vaginal, contendo tecido
conjuntivo penetrado por fibras elasticas e cobertos por epitélio pavimentoso
estratificado com uma delgada camada de células ceratinizadas na
superficie. As superficies externas e internas, intermediarias entre pele e
mucosa, apresentam glandulas sudoriparas e sebaceas (JUNQUEIRA e
CARNEIRO 2004).

J& os labios maiores sdo dobras da pele com grande quantidade de
tecido adiposo e uma fina camada de musculo liso, possuindo em sua
superficie interna uma estrutura histolégica semelhante a dos labios
menores e a superficie externa abundante em foliculos pilosos. Em ambas
as superficies, glandulas sebaceas e sudoriparas sdo abundantes

(JUNQUEIRA e CARNEIRO 2004).



O epitélio vulvar é conhecido por sofrer a acdo de secrec¢des vaginais,
urina e fezes, sendo frequentemente traumatizado por produtos quimicos de
higiene e pecas de vestuario (FONSECA-MOUTINHO 2008). Deste modo,
grande numero de doencas pode acometer a regido da vulva, como as
lesGes dermatologicas, doencas sexualmente transmissiveis, repercussao
de doencas locais e sistémicas, urinarias ou ceérvico-vaginais, lesdes
traumaticas, neoplasias benignas e malignas (MARTINS 1999; MONTAG e

KUMAR 2008).

1.2 O CARCINOMA DE VULVA

O carcinoma escamoso de vulva é um tumor maligno que atinge a
parte externa do aparelho reprodutor feminino e abrange cerca de 3 a 5%
dos tumores desta regido anatomica (FRISTACHI 2004; BUXANT et al.
2005; STROUP et al. 2008) sendo correspondente a menos de 1% das
neoplasias malignas da mulher e com uma incidéncia mundial de
aproximadamente 2,3/100.000 mulheres (National Cancer Institute-NCI
2011). De acordo com JONES et al. (1997) e LANNEAU et al. (2009), a
incidéncia deste tipo de tumor tem aumentado consideravelmente,
crescendo 2,4% por ano de 1992 a 1998.

No Brasil, estimativas atuais ndo mostram com clareza os dados
acerca do cancer de vulva. Dados da Fundagéo Oncocentro apontaram, em
1990, uma incidéncia de 3,6/100.000 no Estado de S&o Paulo e, em 1992, a

Agéncia Internacional de Pesquisas em Cancer (IARC), o6rgdo da



Organizacao Mundial da Saude (OMS), classificou a cidade de Recife com a
maior incidéncia no mundo: 5,6/100.000 (FOSP 1990; PARKIN et al. 1992).
A Sociedade Americana de Cancer estimou que, aproximadamente, 3900
novos casos de carcinoma de vulva seriam diagnosticados em 2010 nos
Estados Unidos, resultando em 920 mortes (American Cancer Society-ACS

2011).

1.3 ETIOLOGIA DO CARCINOMA DE VULVA

Estudos baseados em dados epidemioldgicos, clinicos,
histopatologicos e moleculares indicam a existéncia de duas categorias de
carcinomas vulvares: uma relacionada ao papilomavirus humano (HPV) e a
outra relacionada a mutacdes no gene Tp53 (PINTO 2002; VAN DER
AVOORT et al. 2006; LANNEAU et al. 2009).

O primeiro grupo € composto por mulheres de faixa etaria entre 35 e
65 anos de idade, nas quais os tumores, geralmente do tipo basal6ide ou
condilomatoso, estdo frequentemente relacionados a infeccao por HPVs de
alto risco, como o HPV16, 18 e 33. VINs associadas a estes tumores sao
chamadas de VIN do tipo usual, de alto grau e existe um alto risco de
aparecimento de tumores em outros sitios do trato genital inferior,
principalmente na cérvice uterina (MONK et al. 1995; WOELBER et al.
20009).

J& na segunda categoria, as mulheres acometidas pela doenca séo

de faixa etaria mais avancada — de 55 a 85 anos de idade, aproximadamente



— e desenvolvem, tipicamente, um tipo ceratinizante de carcinoma de células
escamosas invasivo, estando associado ao liquen escleroso, hiperplasia
escamosa, neoplasia intraepitelial vulvar (VIN) diferenciada e mutacdes em
p53 (PINTO 2002; MONK et al. 1995; WOELBER et al. 2009).

O gene supressor de tumor Tp53 € vital na manutencdo da
integridade gendmica e controle do ciclo celular. Consequentemente, perdas
ou ganhos de sua funcédo resultam em crescimento celular aberrante.
(PIETSCH et al. 2008). Em carcinomas vulvares, mutacdes em Tp53 sdo
consideradas como eventos oncogénicos iniciais na carcinogénese (MILDE-
LANGOSCH et al. 1995; SCHEISTROEN et al. 1999). Mutacdes e/ou
hiperexpressdo de p53 correlacionm-se com taxas de sobrevidas global e
livre de doenca menores (SLIUTZ et al. 1997; KOHLBERGER et al. 1995) e
pior progndstico em pacientes com doenca avancada (SCHEISTROEN et al.

1999).

1.4 FATORES DE RISCO

O carcinoma de vulva era, inicialmente, considerado uma doenca que
acometia apenas mulheres em idade mais avancada, entre 65 e 75 anos.
Entretanto, o aumento da incidéncia tanto entre mulheres acima de 70 anos
quanto em mulheres jovens tem sido observado nos ultimos anos
(FRISTACHI 2004; BUXANT et al. 2005; WANG et al. 2008). Este aumento
esta relacionado, principalmente, a infeccdo pelo HPV, ao consumo de

tabaco (PARKIN et al. 1992; INSINGA et al. 2008), presenca de neoplasias



intraepiteliais (VINS), dentre outros fatores que serdo melhor abordados a

sequir.

1.4.1 Tabaco

‘O consumo de tabaco estd entre os mais bem
estabelecidos cofatores do HPV na etiologia das
malignidades da cérvice uterina e da vulva” (HUSSAIN et al.
2008, p.1790).

Estudos tém demonstrado que mulheres fumantes possuem um risco
aumentado de mais de trés vezes para o carcinoma de vulva. Apesar do
mecanismo biolégico pelo qual o fumo aumenta o risco deste tipo de
neoplasia ainda ndo estar bem estabelecido, HUSSAIN et al. (2008)
demonstraram a presenca de componentes do cigarro como a nicotina e a
cotinina, bem como seus metabdlitos no muco cervical de pacientes
fumantes. Estes componentes tém sido associados com a diminuicdo das
populacbes de células de Langerhans e linfocitos T, sendo estas
responsaveis pela producao de Interleucina 2 (IL2) e pela propagacdo da
resposta imune mediada por linfécitos T auxiliares (Thl), que €& um
mecanismo chave no combate a infeccdo pelo HPV. Sendo assim, um
aumento da imunossupressdo na paciente, gerado pela diminuicdo na
concentragdo de IL2, parece atuar como um co-fator para a oncogénese
vulvar por meio do HPV (MADRETSMA et al. 1996; LI et al. 1997,

GEISELHART et al. 1997; MCCUE et al. 2000; HUSSAIN et al. 2008).



1.4.2 VINs — Neoplasias Intraepiteliais Vulvares

O termo Neoplasia Intraepitelial Vulvar (VIN) foi proposto ha mais de
20 anos pela Sociedade Internacional para o Estudo de Doencas vulvo-
vaginais (ISSVD) e, posteriormente, reconhecido pela Sociedade
Internacional de Patologia Ginecolégica (ISGYP) e pela Organizagédo
Mundial da Saude (OMS). Em 2004, a entidade passou por alteragcdes em
sua terminologia: anteriormente classificadas como VINs I-lll, elas sao,
agora, subdivididas em dois grupos: VIN classica ou usual e VIN
diferenciada ou simplex. De acordo com FONSECA-MOUTINHO (2008), a
alteracdo da terminologia se deu pelo reconhecimento de que na vulva néo
existe zona de transformacdo como no colo do utero; pela baixa
reprodutibilidade da VIN IlI; e de que as lesbes VIN I, em geral,
correspondiam a reacoes inflamatorias do epitélio vulvar desencadeadas por
estimulos diversos.

Dentre as VINs classicas, que compreendem as lesdes de alto grau
anteriormente denominadas VIN Il e lll, é possivel detectar o0 genoma de
HPVs de alto risco em 66 a 100% dos casos, especialmente dos HPVs 16,
sendo que em cerca de 60% dos casos a doenca é multifocal e/ou
multicéntrica (FONSECA-MOUTINHO 2008; KNOPP et al. 2009).

O grupo das VINs diferenciadas representa as VINs de alto grau, que
se apresentam, geralmente, como lesdes unifocais e que se localizam na
proximidade de carcinomas escamosos invasivos bem diferenciados

(FONSECA-MOUTINHO 2008). Em sua maioria, ndo estdo associadas ao



virus do HPV, mas sim com liquen escleroso ou hiperplasia de células
escamosas (KNOPP et al. 2009).

Ao contrario da antiga classificacdo de VINs I-lll, a segregacdo em
VINs classicas ou diferenciadas (Tabela 1) permitiu a clara visualizacdo da
existéncia das duas vias do desenvolvimento do carcinoma de vulva citadas

anteriormente.

Tabela 1 - Classificacdo das Neoplasias Intraepiteliais Vulvares (VINS).

VIN USUAL/ VIN DIFERENCIADA/
CLASSICA SIMPLEX
Terminologia anterior VIN graus Il ou lll VIN 1l do tipo diferenciada
Associacgao HPV Liquen escleroso
Grupo etario Mulheres abaixo de 45 anos  Mulheres acima dos 45 anos
Tipo de leséo Condilomatosa e basal6ide Ceratinizante

1.4.3 HPV - Virus do Papiloma Humano

O papilomavirus humano, HPV, é um virus que possui como material
genético o DNA dupla fita e que, ao infectar as células basais do epitélio por
meio de micro-abrasdes no tecido, desregula os checkpoints celulares. Esta
desregulacéo ocorre através da interacao entre 0s oncogenes virais com as
proteinas regulatérias do ciclo celular, estando o ciclo de vida deste virus
intimamente associado ao programa de diferenciacdo da célula intraepitelial
do hospedeiro (ZUR HAUSEN 2002).

Uma vez nas células da camada basal, a expressao génica viral é
reprimida. Apesar disto, existe neste momento uma expressao limitada de

proteinas dos genes precoces virais (do inglés early), E5, E6 e E7, 0 que



resulta em um aumento da proliferacdo celular e expansdo lateral das
células infectadas. A proteina viral E5 parece ter importancia nas fases
iniciais do curso da infeccao, através do estimulo do crescimento celular por
meio da formacdo de complexos com EGFR, PDGFR, dentre outras
proteinas do hospedeiro, além de prevenir 0 processo de apoptose seguido
por dano ao DNA.

ApoOs a entrada do virus nas camadas parabasais, genes virais tardios
(late) comecam a ser expressos, o genoma circular do virus é replicado e
proteinas estruturais virais se formam. Ja nas camadas superiores do
epitélio, particulas virais sdo entdo montadas e liberadas para que ocorra a
infeccdo de outras células (ZUR HAUSEN 2002).

Ainda de acordo com ZUR HAUSEN (2002), uma vez que o DNA viral
epissomal se torna integrado ao DNA do hospedeiro, E5 € deletada e as
proteinas E6 e E7 passam a ser expressas: E6 interage com p53 e E7 com
RB, blogueando, assim, a atividade supressora de tumor destes genes e de
suas proteinas, imortalizando as células.

Estudos recentes tém demonstrado a prevaléncia de tipos especificos
de HPV dentre os carcinomas do trato genital inferior. A maior parte
concorda que o tipo 16 é o mais frequentemente encontrado, seguido dos
tipos 33 e 18 (PINTO 2002). INSINGA et al. (2008) realizaram uma revisédo
sistematica a respeito da prevaléncia dos tipos de HPV dentre diversos
tumores e lesdes pré-tumorais de vagina, cérvice e vulva e demonstraram
que, dentre os casos de carcinoma de células escamosas de vulva, o tipo

mais frequente foi o HPV 16, seguido dos tipos 33, 6, 18 e 31. Infec¢cbes por
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mais de um tipo de virus foram observadas em 5,8% dos casos e a
propor¢cdo de casos positivos para qualquer tipo de HPV dentre os

carcinomas de vulva foi de 65,3%.

1.4.4 Outros fatores de risco

Além dos fatores supracitados, o risco de desenvolvimento do
carcinoma de vulva também parece estar relacionado a aspectos
comportamentais, reprodutivos, hormonais e genéticos, dentre eles, a
presenca de outros carcinomas genitais, histérico de verrugas genitais,
doencas inflamatorias crbnicas vulvares, infeccdo pelo HIV, estados de
imunossupressao (PINTO 2002; DAVIDSON et al. 2003) e idade avancada,
relacionada a ocorréncia de mutacbes no epitélio vulvar, decorrentes do
processo de envelhecimento (PINTO 2002). Fatores que foram identificados
para outros tumores epidermdides, como a exposicdo a luz solar e a
radiacdo ultravioleta ndo parecem estar relacionados as lesbes vulvares
(BENEDET 2008).

Uma revisdo retrospectiva de mulheres com carcinoma de vulva
demonstrou uma correlacdo estatisticamente significativa entre pacientes
com menos de 45 anos e HPV (Risco Relativo [RR], 11.34); fumo (RR, 2.83);
mais de dois parceiros sexuais (RR, 2.87); inicio da vida sexual ativa antes
dos 19 anos (RR, 2.43) e baixo status socio-econdémico (RR, 1.77). Ja entre
as pacientes com mais de 45 anos, a correlacdo foi estatisticamente
significante entre o risco relativo de carcinoma de vulva e VIN (RR, 23.6),

residéncia em area rural (RR, 2.17), baixo status socio-econdmico (RR,
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1.89), menopausa antes dos 45 anos (RR, 1.84), maus habitos de higiene
(RR, 1.76), disturbios enddcrinos (RR, 1.94) e baixos niveis de vitamina A no
soro (RR, 1.78) (BASTA et al. 1999).

Em relacdo a dieta, PARAZZINI et al. (1995) demonstraram, através
de um estudo caso-controle, um risco relativo aumentado para o carcinoma
de vulva relacionado ao baixo consumo de vegetais verdes e cenoura pelas
pacientes, indicando que este risco pode estar associado ao estado
nutricional das mesmas. Este achado corrobora com o estudo anteriormente
citado, que mostra o risco relativo inversamente proporcional aos niveis de

vitamina A no soro (BASTA et al. 1999).

1.5 TIPOS HISTOLOGICOS

O carcinoma de células escamosas (SCC ou CEC) ou epidermdide é
0 carcinoma de vulva mais comum, correspondendo a aproximadamente
90% dos tumores vulvares, sendo que este grupo € subdividido nas
seguintes variantes morfolégicas: carcinomas do tipo basaldide,
condilomatoso, verrucoso, ceratinizante e nao-ceratinizante (PINTO 2002;
BUXANT et al. 2005). A outra porcentagem de tumores € composta por
adenocarcinomas, melanomas, sarcomas, carcinomas Verrucosos,
basocelulares e doenca de Paget (HOLSCHNEIDER e BEREK 2002), como

demonstrado na Tabela 2.
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Tabela 2 - Tipos Histolégicos do Carcinoma Vulvar.

Tipo Histoldgico Porcentagem
Carcinoma epidermoide 92
Melanoma 2-4
Carcinoma basocelular 2-3
Glandula de Bartholin (adenocarcinoma, células escamosas, 1

células transicionais, adendide cistico)
Sarcoma <1
Fonte: HOLSCHNEIDER e BEREK (2002).

O carcinoma in situ é considerado uma lesdo precursora do
carcinoma invasivo, existindo um historico de passado positivo de carcinoma
in situ em pacientes com carcinomas vulvares (BENEDET 2008). Da mesma
forma, cerca de 60% dos carcinomas de vulva possuem VIN adjacente,
sendo que dentre os tumores superficialmente invasivos, esta coexisténcia
chega a 85% (MOORE et al. 2009).

A seguir, serdo abordadas as particularidades dos tipos histolégicos
de carcinomas de células escamosas de vulva com maior relevancia na
pratica clinica.

O carcinoma escamoso ceratinizante bem diferenciado ou Carcinoma
de Células Escamosas do tipo 1 (CEC1) apresenta notavel maturacéo
celular e ceratinizacdo. As células da camada basal exibem atipia leve a
moderada, sendo que esta diminui a medida que as células sofrem
maturagdo. Este tipo de tumor é, frequentemente, associado a VINs

diferenciadas e dermatoses inflamatorias, sendo geralmente negativas para

0 HPV (CRUM e GRANTER 2006).
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Os carcinomas de células escamosas moderadamente diferenciados
(CEC2) e pouco diferenciados (CEC3) sdo os mais comumente associados
ao HPV, apresentando como principais caracteristicas a presenca de
camadas de células escamosas neoplasicas imaturas com alta relacéo
ndcleo-citoplasma; uma tendéncia de crescimento coesivo e que imita a
doenca intraepitelial; perda de polaridade celular e a tendéncia de formacgéao
de camadas celulares irregulares; maturacdo variavel, ceratinizacdo e
pseudocoilocitose. Estes tumores sao, frequentemente, mas néo
invariavelmente, associados a VIN classica e HPV (CRUM e GRANTER
2006).

Outra categoria é formada pelos carcinomas verrucosos, que sao
definidos como carcinomas epidermdides muito bem diferenciados, com
baixo risco de formacdo de metastases linfonodais. O tumor € exofitico e,
além da falta de atipia, a invasao se faz em blocos celulares com contornos
arredondados, de dificil avaliacdo. Uma caracteristica deste tumor € a
discreta interface epitélio-estroma, além de minima atipia basal ou superficial
(CRUM e GRANTER 2006; MOORE et al. 2009).

Além do tipo tumoral, a profundidade de invasao do tumor, espessura,
padrdo de crescimento, grau histolégico, bem como a invasdo do espaco
vascular sdo caracteristicas patologicas importantes. A profundidade de
invasdo é definida como a medida da juncdo dermoepidérmica até o ponto
de invasdo mais profundo do tumor. A espessura do tumor é a medida da
superficie da lesdo até o ponto de invasdo mais profundo de invasao. Ja o

padrdao de crescimento do tumor influencia nas taxas de metastases
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linfonodais e sobrevivéncia. Trés aspectos descrevem os padrdoes de
crescimento tumoral: (1) padréo de crescimento confluente, onde se observa
uma massa tumoral de células interconectadas, sendo este tipo de
crescimento caracteristico dos tumores profundamente invasivos; (2)
crescimento de padrdo compacto, compressivo, no qual o tumor mantém
continuidade com o epitélio adjacente e infiltra como uma massa tumoral
bem definida e circunscrita. Geralmente sdo tumores bem diferenciados e
raramente invadem o espaco vascular; (3) padréo de crescimento digitiforme
(finger-like, spray ou difuso), padrdo mais comum, e cujo crescimento é
caracterizado por uma aparéncia trabecular com pequenas ilhas de células
pouco diferenciadas na derme ou submucosa. A invasdo do espaco vascular
€ mais comumente vista neste tipo de tumor que em outros de caracteristica

compacta (MOORE et al. 2009).

1.6 SINAIS E SINTOMAS

O carcinoma de vulva ndo possui sinais e sintomas caracteristicos,
sendo cerca de 10% das doentes assintomaticas (FONSECA-MOUTINHO
2008). No entanto, os sintomas mais comumente relatados sdo o prurido
vulvar, ardor, dispareunia, sangramento, corrimento, nédulo ou ulceracéao e
areas da pele com cor e textura alteradas (FONSECA-MOUTINHO 2008;
LANNEAU et al. 2009).

O carcinoma vulvar pode ter uma variedade de apresentacdes clinicas

com base na duracdo, local e no tipo histolégico. As lesbes podem ser
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ulcerativas, nodulares ou exofiticas e geralmente estdo localizadas nos
labios e nas estruturas laterais da metade superior da vulva. As lesbes que
surgem no clitoris ou perineo sdo menos comuns, mas sao locais primarios

nos quais as lesdes sao facilmente reconheciveis (BENEDET 2008).

1.7 DIAGNOSTICO

Para a avaliacdo da paciente com carcinoma de vulva devem ser
levados em consideracdo a extensdo clinica do tumor, a presenca de
doencas coexistentes e planos de tratamento prévios. A avaliacdo inicial
deve incluir um exame fisico detalhado da paciente constando as medidas
do tumor primario, avaliacdo da extensdo da mucosa adjacente e estruturas
Osseas, além do possivel envolvimento de linfonodos inguinais (MOORE et
al. 2009).

Estudos radiograficos e endoscopicos devem ser considerados nas
pacientes com tumores primarios de grande tamanho ou com suspeita de
metastase. Além disso, pelo fato das neoplasias do trato genital feminino
serem comumente multifocais, a avaliacdo da vagina e da cérvice, incluindo
exames de citologia oncotica, deve ser sempre realizada em mulheres com
carcinoma vulvar (MOORE et al. 2009).

A recomendacdo geral na pratica médica € de que todos 0s casos
suspeitos de carcinoma vulvar sejam submetidos a bidpsia para confirmar o
diagnostico e a caracterizagdo histolégica dessas lesfes antes de qualquer

terapia definitiva (BENEDET 2008).
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1.8 ESTADIO DA DOENCA

A Federacdo Internacional de Ginecologia e Obstetricia (FIGO)
adotou em 1989 um sistema de estadio cirdrgico modificado para o
carcinoma de vulva, o qual permaneceu quase sem alteragdes nas novas
recomendacdes em 1995 (MOORE et al. 2009), como mostrado na Tabela
3.

O sistema anterior fornecia informagdes confiaveis a respeito do
tamanho e na localizacdo do tumor primario, mas apresentava uma
avaliacdo ineficaz do acometimento linfonodal em cerca de 20 a 30% dos
casos. A frequente discrepancia entre o estadiamento clinico e os achados
cirdrgico-patolégicos levaram a aceitacdo da avaliacdo cirurgica do status
linfonodal utilizada hoje. A American Joint Committee on Cancer publicou um
esquema de classificacdo TNM (Tabela 4) que é correlacionado com o

sistema FIGO e é utilizado atualmente (MOORE et al. 2009).

1.9 PADROES DE DISSEMINACAO DO CARCINOMA DE VULVA

Os carcinomas de vulva costumam metastatizar de trés maneiras
distintas: (1) disseminacgéo por crescimento local e extensdo pelos tecidos
adjacentes; (2) disseminacdo por meio da embolizacdo linfatica para
linfonodos regionais; (3) disseminagdo por via hematogénica para sitios

distantes. A descricdo clinica objetiva do crescimento local do tumor,



17

categorizada no TNM, é de grande valia para o estabelecimento de uma

margem ampla na resseccéo cirurgica (MOORE et al. 2009).

Tabela 3 - Estadiamento FIGO para o carcinoma de vulva (2009).

Estadio Achados clinicos
Estadio O Carcinoma in situ; carcinoma intraepitelial
) Tumor confinado a vulva ou perineo; 2 cm ou menos na maior dimensao;
Estadio 1A
com invasao estromal menor ou igual a 1mm e sem metastase linfonodal
Tumor confinado a vulva ou perineo; 2 cm ou menos na maior dimensao;
Estadio 1B
com invasao estromal maior que 1mm e sem metastase linfonodal
Estadio Il Tumor de qualquer tamanho com disseminagdo adjacente (1/3 uretra
inferior, 1/3 vagina, anus); sem metastase linfonodal
Estadio IlIA Tumor de qualquer tamanho com metéstase linfonodal inguino-femoral
(i) 1linfonodo acometido maior ou igual a 5 mm
(if) 1-2 linfonodo(s) acometido(s) em menos de 5mm
Estadio 1lIB
(i) 2 ou mais metastases linfonodais maiores ou iguais a 5mm
(i) 3 ou mais metastases linfonodais menores que 5mm
Estadio IlIC Linfonodos positivos com disseminacgéo extra-capsular
Estadio IVA
(i) Tumor invade outras estruturas regionais (2/3 uretra superior,2/3
vagina), mucosa da bexiga, mucosa retal ou fixacdo ao 0sso pélvico
(if) Linfonodos inguino-femorais fixos ou ulcerados
Estadio IVB Metastase a distancia, incluindo linfonodos pélvicos

Fonte: TAN et al. (2010)
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Tumor Primario (T)

TX
TO
Tis
T1

T2

T3
T4

Tumor primario ndo pode ser avaliado

Sem evidéncia de tumor primario

Cracinoma in situ; carcinoma pré-invasivo

Tumor confinado a vulva ou a vulva e perineo, com 2cm ou menos na

maior dimensao

Tumor confinado a vulva ou a vulva e perineo, maior que 2cm na maior

dimensao

Tumor invade uma das seguintes estruturas: uretra inferior, vagina ou anus

Tumor invade uma das seguintes estruturas: mucosa da bexiga, mucosa

da uretra superior ou mucosa retal ou tumor fixado ao 0sso

Linfonodos regionais (N)

Nx
NO
N1
N2

Linfonodos regionais ndo puderam ser avalidos

Sem metastase linfonodal regional

Metastase linfonodal regional unilateral

Metastase linfonodal regional bilateral

Metastase a distancia (M)

Mx
MO
M1

Presenca de metastases a distancia ndo pode ser avaliada

Sem metastase a distancia

Met4stases a distancia (metéastase em linfonodos pélvicos é M1)

Grupamento por Estagios

Estagio 0
Estagio |

Estagio Il
Estagio Il

Estagio IVA

Estagio IVB

Tis
T1
T2
T1
T2
T3
T3
T1
T2
T3
T4

Qualquer T

NO
NO
NO
N1
N1
NO
N1
N2
N2
N2

Qualquer N
Qualquer N

MO
MO
MO
MO
MO
MO
MO
MO
MO
MO
MO
M1

Fonte: MOORE et al. (2009)
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1.10 FATORES PROGNOSTICOS IMPORTANTES

O padrdo de disseminagdo do carcinoma vulvar é,
predominantemente, linfogénico, sendo o estado dos linfonodos o fator
prognostico isolado mais importante para este tipo de tumor (HACKER
2005). As pacientes com apenas um linfonodo microscopicamente envolvido
tém prognostico comparavel aquelas com linfonodos negativos
(HOLSCHNEIDER e BEREK 2002), enquanto a taxa de sobrevida em dois
anos € de 20% nas pacientes com trés ou mais linfonodos metastéaticos. A
taxa de sobrevida de pacientes com linfonodos pélvicos positivos é de
aproximadamente 11%. Linfonodos que parecem fixos nas estruturas mais
profundas da regido inguinal ou na pele, geralmente significam doenca em
estadio avancado com um prognéstico ruim (BENEDET 2008).

Além da demonstracdo consistente de que o0 envolvimento dos
linfonodos regionais € o fator de prognéstico mais importante do carcinoma
vulvar, diversos estudos também demonstraram que o tamanho do tumor
primario € um indicador significativo para a sobrevida, a recidiva local e

também para a propria metastase linfatica (BENEDET 2008).

1.11 TRATAMENTO

O tratamento das lesdes é necessario para o alivio sintomatico da

doente, bem como para evitar progressdo da doenca. Na década de 50, a

vulvectomia radical era o tratamento preferencial (FONSECA-MOUTINHO
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2008), sendo que o desenvolvimento deste tipo de cirurgia, juntamente com
a linfadenectomia inguinofemoral bilateral, trouxeram uma grande melhoria
na sobrevida das pacientes, quando comparadas as opc¢des cirdrgicas que
eram antes disponiveis. No entanto, a cirurgia radical estd associada a
complicacbes pos-operatoérias, tais como, deiscéncia da ferida, infeccéo e
linfedema, além de trazer significante morbidade e conseqiéncias
psicossociais importantes, especialmente para as mulheres mais jovens
(PODRATZ et al. 1983; ANDERSEN e HACKER 1983; MOORE et al. 2009).

Atualmente, a terapia € escolhida de acordo com a extensdo da
doenca, histérico médico, estado geral da mulher, recorréncia ou
primariedade do tumor, bem como a opinido da paciente, optando-se desde
a terapia com laser até as cirurgias, radio e quimioterapia. Muitos
ginecologistas acreditam que tumores vulvares menores podem ser
conduzidos de formas aceitaveis com abordagens cirirgicas menos radicais
e propdem resseccdes mais limitadas para doenca precoce ou de baixo
risco. Como vantagens para este tipo de abordagem tem-se a manutencéo
de porcbes significantes de vulva ndo acometida pelo tumor, morbidade
operatéria diminuida, bem como menores complicacbes pdés-operatorias

(MOORE et al. 2009).
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1.12 CONSIDERACOES ACERCA DO CARCINOMA DE VULVA

O interesse médico pelo carcinoma de vulva se acentuou na ultima
década, dado o reconhecimento da crescente incidéncia da doenca,
especialmente em mulheres jovens. No entanto, pelo fato do carcinoma de
vulva ser uma doenga neoplasica incomum, sua relativa raridade € um dos
maiores obstaculos em se desenhar estudos prospectivos randomizados. As
tendéncias atuais no manejo desta doenca séo focadas em uma abordagem
mais individualizada que enfatiza a ressec¢do cirargica conservadora da
vulva, quando possivel, o uso de procedimentos reconstrutivos para
preservar ou restaurar a funcdo do Orgdo, a potencial reducdo de
complicacBes através de biopsias de linfonodos sentinela, além de terapias
multimodais para a doenca disseminada e avancada. Entretanto, a maioria
dos dados que suportam estes conceitos sdo preliminares e maiores
investigacOes sao necessarias para o aperfeicoamento continuo dos critérios
usados para selecionar as pacientes para procedimentos cirdrgicos
especificos (MOORE et al. 2009).

Deste modo, a identificacdo das alteragbes em oncogenes em
carcinomas vulvares pode ajudar a elucidar os mecanismos biologicos do
desenvolvimento deste tipo de céancer, além de, potencialmente, buscar
novos conceitos de tratamento que €, ainda, mutilante e altera a qualidade

de vida e fatores psicosociais da mulher.
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1.13 ONCOGENES RELACIONADOS AO CARCINOMA DE VULVA

Alteracbes oncogénicas atuam em uma célula tumoral como
mutacdes dominantes de ganho de funcdo, sugerindo que as proteinas
codificadas por oncogenes sdo ativadas nestas células e que a mutacao
precisa estar presente em apenas um alelo para contribuir para a formacao
do tumor. O gene em sua forma normal, ndo-mutada, é chamado proto-
oncogene e o produto protéico expresso continuamente por um oncogene €
denominado oncoproteina (GRIFFITHS et al. 2009).

Varias categorias de oncogenes foram identificadas de acordo com os
modos diferentes nos quais as fungdes regulatérias foram desacopladas da
via reguladora normal, levando a sua expressdo desregulada continua, e
esta hiperexpressdo tem importante fator progndstico (GRIFFITHS et al.
2009).

Oncogenes podem ser ativados por varios mecanismos, como 0S
ilustrados na Figura 1. (a) Mutacdo: MutacOes ativam proto-oncogenes
através de alteragBes estruturais na proteina traduzida, gerando uma
atividade continua e descontrolada da proteina mutada. Varios tipos de
mutacbes como as substituicbes, delecbes e insercoes de bases séo
capazes de ativar os proto-oncogenes; (b) Amplificacdo génica: Em tumores
sélidos, € o mecanismo mais comum de ativacdo de oncogenes e conta com
a expansdao do numero de coOpias de um gene, resultando em uma

hiperexpressao da proteina correspondente; (c) Rearranjos Cromossdmicos:

Consistem em traslocagfes, inversdes cromossdmicas, insercdes e
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delecbes gerando proteinas oncogénicas quiméricas; (d) Mutagénese
insercional: a insercdo de partes de DNA viral, por exemplo, em um proto-
oncogene ou proximo a ele, altera a sequéncia codificadora ou elementos
regulatorios, podendo causar uma hiperexpressdo de proteinas
oncogeénicas, levando a um evento tumorigénico (ROTMENSCH e HERBST

1997; MOORE et al. 2009).

a) Mutagdo b) Amplificacdo Génica

\ Proto-oncogene /

c) Rearranjos Cromossdmicos

Insercdo Inversdo (\

Delegéo Translocagdo

d) Mutagénese Insercional

DNAviral

Legenda: Representacdo esquematica dos mecanismos de ativagdo de um proto-oncogene
(centro): a)Mutacdo, representada em amarelo; b) Amplificacdo génica, em que a expansao
do nimero de cépias do gene esta indicada em vermelho; c)Rearranjos cromossémicos:
Insercéo indicada em amarelo; inverséo indicada com setas inversas; delecdo indicando a
auséncia de parte do gene em vermelho e translocacdo indicada em amarelo (gene
translocado); d)Mutagénese insercional: Insercdo de DNA viral indicada em preto.

Figura 1 - Representacdo esquematica dos principais mecanismos de
ativacdo oncogénica
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1.13.1 Familia ERBB

“A via dos receptores ERBB €& uma das areas mais
estudadas no que se refere a transducédo de sinal, e a que
melhor exemplifica o poder patogénico das aberracdes na
transferéncia de informacdes biolégicas” (CITRI e YARDEN
2006, p.505).

A subclasse | da superfamilia dos receptores de tirosina-cinase
consiste em 4 receptores intimamente relacionados: EGFR/ERBB1, HER-
2/ERBB2, ERBB3/HER-3 e ERBB4/HER-4 (HYNES e LANE 2005). O nome
ERBB € derivado da homologia das proteinas da familia com o produto
génico do eritroblastoma viral, v-erbB, responsavel pela eritroblastose aviaria
(CITRI e YARDEN 2006; MOORE et al. 2009). Estes receptores sé&o
expressos em varios tecidos de origem epitelial, mesenquimal e neuronal.
Sob condicbes fisiolégicas normais, a ativacdo dos receptores ERBB é
controlada pela expressdo espacial e temporal de seus ligantes (HYNES e
LANE 2005; CITRI e YARDEN 2006).

Apesar de a familia ERBB ser considerada o grupo prototipico da
familia de receptores de tirosina-cinase, com um dominio de ligacao
extracelular amino (NH;), uma regido transmembranar e um dominio
intracelular de tirosina-cinase (TK) (SCALTRITI et al. 2010), é importante
ressaltar que dois membros da familia, ERBB2/HER-2 e ERBB3 sé&o
considerados membros “ndo-autdbnomos”. Esta definicdo se deve ao fato de
que HER-2 ndo possui capacidade de interacdo com ligantes do grupo dos
fatores de crescimento e ERBB3 possui atividade tirosina-cinase intrinseca

defectiva (Figura 2). No entanto, apesar da falta de autonomia, ambos os
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receptores sdo capazes de gerar sinalizacdo intracelular devido a formacao
de heterodimeros com os outros membros da familia. Ainda, HER-2 é o
membro preferido para heterodimerizagdo com 0s outros componentes da
familia, além de sofrer endocitose lenta, sendo frequentemente reciclado de

volta para a superficie da membrana celular (CITRI e YARDEN 2006).

® EGF, TGFm, NRGs, Anfiregulinas, Betacelulinas...
Dominio de ligagdo
extracelular
Porgdo transmembranar
Dominio intracelular de
Tirosina-Cinase x
ERBB1/EGFR  ERBB2/HER-2 ERBB3 EREBE4

Legenda: Representacéo esquematica dos membros da familia ERBB estando ilustrados a
esquerda a porcao extracelular (vermelho), transmembranar (azul) e intracelular (dominio de
tirosina-cinase — laranja) dos receptores; a direita, os quatro membros da familia, sendo dois
deles auténomos (ERBB1 em azul claro e ERBB4 em laranja) e dois n&do-autbnomos
(ERBB2, em azul escuro, defectivo na capacidade de interacéo com os ligantes e ERBB3,
defectivo na atividade tirosina-cinase, ambos representados com um X). Os ligantes estao

ilustrados com simbolos de circulos coloridos (acima).

Figura 2 - Receptores da familia ERBB, suas particularidades e ligantes

De modo geral, o acoplamento de um ligante a um receptor ERBB
induz a formacdo de homo e heterodimeros e a ativacdo do dominio de
cinase intrinseca, resultando na fosforilacdo de residuos de tirosina
especificos na porgéo citoplasmatica. Uma vez fosforilados, estes residuos

atuam como sitios de ligacdo para uma gama de proteinas, cujo



26

recrutamento leva a ativacao de vias de sinalizacdo intracelulares, que seréao
abordadas a seguir (HYNES e LANE 2005).

As principais vias ativadas pelos receptores da familia ERBB séo as
vias de MAPK, PI3K-AKT, STATs e PLCy que estao ilustradas na Figura 3.
A via de Ras-MAPK (Proteina Cinase Ativada por Mitégeno) pode ser
ativada tanto através do recrutamento direto de GRB, (Proteina 2 Ligada ao
Receptor do Fator de Crescimento) ao dominio SH, quanto através do
recrutamento indireto de GRB; pelo adaptador SHC. RAS €, entdo, ativada
por fosforilagdo mediada por SOS (Proteina Son of Sevenless). Uma vez
ativada, RAS se liga a RAF que, por sua vez, desencadeia a fosforilagdo de
MEK3,, (proteina cinase ativada por mitégeno 1/2) e ERKy/, (Cinase regulada
por sinal extracelular 1/2). Esta ultima, uma vez fosforilada, é translocada
para 0 nucleo e € responsavel por ativar varios fatores de transcricdo
(MOORE et al. 2009).

Os receptores ERBB podem ativar, também, PI3K (Fosfatidilinositol 3
cinase), que fosforila PIl4,5-bifosfato em PI3,4,5-trifosfato, gerando a
ativacdo de AKT, que uma vez fosforilada, desempenha varias funcbées no
citoplasma e no nucleo, incluindo a inibicdo de fatores pro-apoptéticos, além
da ativacdo de mMTOR (Alvo da Rapamicina em Mamiferos) sendo esta
ativacdo de suma importancia no estimulo da proliferagdo celular e
angiogénese (MOORE et al. 2009).

A fosforilagdo dos receptores ERBB pode, direta ou indiretamente,
ativar Transdutores de Sinal e Ativadores da Transcricdo (STATS) que, uma

vez fosforilados, séo translocados para o nucleo e regulam de forma direta a
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expressdo génica responsavel pela sobrevivéncia celular, proliferacéo,
transformacao e oncogénese (MOORE et al. 2009).

Por fim, outra via ativada pelos receptores tirosina-cinase da familia
ERBB ¢é a via de PLCy (Fosfolipase C-y), proteina que se liga aos dominios
de tirosina-cinase fosforilados através de SH e torna-se ativa. Neste estado,
ela hidrolisa PI14,5-bifosfato em diacilglicerol (DAG) e inositol trifosfato (IP3) e
este Ultimo medeia a liberacdo de calcio dos compartimentos intracelulares,
afetando enzimas calcio-dependentes. Ja o DAG atua como um cofator para
a ativacdo de PKC (Proteina Cinase C), que no estado ativo resulta na
progressdo do ciclo celular, transformacado, diferenciacdo e apoptose

(MOORE et al. 2009).
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Homodimerizacao Heterodimerizacao

Angiogénese
Tumorigénese
Sensibilidade ao stress
Inibicdo da Apoptose

Motilidade celular
Expressdo Génica
Progressdo do Ciclo Celular

Legenda: Estéo ilustradas na figura as principais vias ativadas pela homodimeriza¢do ou
heterodimerizacdo dos receptores membros da familia ERBB e a consequente fosforilagao
dos dominios de tirosina-cinase (representados com circulos vermelhos junto as porcdes
intracelulares dos repectores), que desencadeia no recrutamento e acoplamento de varias
proteinas intracelulares que, por sua vez, ativam as 4 vias indicadas em cores (Via da
MAPK em roxo, STATs em verde, PLCy em vermelho e PI3K em laranja) e culminam com

as atividades celulares destacadas em retangulos.

Figura 3 - Principais vias ativadas pelos receptores da familia ERBB e seus

efeitos na carcinogénese.
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Receptores da familia ERBB atuam normalmente durante o
desenvolvimento, fisiologia no adulto, mas também no desenvolvimento de
varios tipos de tumores (HYNES e LANE 2005; KNOPP et al. 2009),
incluindo o carcinoma de vulva, no qual EGFR e HER-2 ja foram descritos.

EGFR, Receptor do Fator de Crescimento Epidérmico, foi o primeiro
receptor tirosina-cinase a ser diretamente relacionado a tumores humanos
(HYNES e LANE 2005) e encontra-se hiperexpresso em 41 a 68% dos
carcinomas de vulva em analises imunoistoquimicas (JOHNSON et al. 1997;
WU et al. 2001; BRUSTMANN 2007; OONK et al. 2007).

Com relacdo a sobrevida das pacientes, uma hiperexpressao
imunoistoquimica de EGFR em mais de 90% das células tumorais esta
associada com uma taxa de sobrevida livre de doenca de 25%, enquanto
pacientes com expressdo em menos de 90% das células apresentaram uma
taxa de 54% (JOHNSON et al. 1997). Além disso, a amplificacdo do gene
EGFR, localizado em 7pl11.2, em carcinomas de vulva foi correlacionada
com uma diminuicdo da sobrevida (WU et al. 2001).

O aumento da expressao de EGFR também foi observado a medida
que o epitélio normal torna-se malignizado. No entanto, nenhuma relacao
entre esta expressao e o estagio da doenca, grau do tumor, recorréncia ou
indice de proliferacao foi observado (BRUSTMANN 2007).

Embora a presenca de metéastases linfonodais tenha sido associada
com a expressao de EGFR, de acordo com OONK et al. (2007), os fatores
preditivos clinico-patologicos para metastase linfonodal inguinofemoral

atuais, com ou sem analise acerca da expressdo de EGFR nao séao
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suficientemente robustos para a identificacdo dos pacientes que estdo sob
risco de metastases. Deste modo, tornam-se necessarias novas abordagens
para examinar estas questdes, uma vez que a maioria dos estudos
disponiveis ndo mostra a indicacdo do numero absoluto de pessoas que
podem ser beneficiadas com a adicdo desses parametros biologicos nos
diagnosticos de rotina.

Apesar da falta de correlacdo entre a expressdo de EGFR e fatores
prognésticos, o conhecimento de suas propriedades biolégicas, moleculares
e estruturais tem sido essencial para o desenvolvimento de inibidores de
tirosina-cinase, tais como o Cetuximab, Gefitinib (“lressa”) e Erlotinib
(“Tarceva”) e relatos de caso tém demonstrado a eficacia destas drogas no
carcinoma de vulva. Erlotinib, por exemplo, produziu respostas importantes
em pacientes mais velhas com doenca localmente avancada (RICHARD et
al. 2008). Além disso, a associacdo de radioterapia com cetuximab e
cisplatina mostrou a indugédo de resposta parcial por 5 meses em uma
paciente com carcinoma recorrente e metastatico (OLAWAIYE et al. 2007).

Em relacdo ao HER-2, alguns estudos demonstraram hiperexpressao
deste receptor em 47% dos carcinomas de vulva avaliados por
imunoistoquimica (GORDINIER et al. 1997), sendo que esta parece estar
associada com metastases a distancia. Outros estudos sugerem que esta
hiperexpressdo de HER-2 em carcinomas de células escamosas do trato
genital inferior € um evento raro, mas que pode ser associada a um
comportamento biolégico mais agressivo do tumor (BERCHUCK et al. 1990).

A hiperexpressdo de HER-2 em neoplasias malignas primarias da vulva
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também tem sido relacionada a tumores de alto grau e um alto numero de
figuras de mitose (HANTSCHMANN et al. 2005; KNOPP et al. 2009).

Uma observacéao interessante feita por HANTSCHMANN et al. (2005)
€ a presenca frequente de marcacao citoplasmatica de HER-2 nos tumores
da vulva. Este padrdo também foi observado em outros tipos de cancer, tais
como de endométrio (LAMBROPOULOU et al. 2007), colorretal (OSAKO et
al. 1998), mama (SCALTRITI et al. 2010) e tiredide (SUGG et al. 1998). Em
osteosarcomas, por exemplo, a expressao citoplasmatica de HER-2 parece
estar relacionada ao aumento de risco para metastases pulmonares e esta
associada com menor sobrevida livre de metastases (ZHOU et al. 2003). No
entanto, ndo existem dados a respeito da funcdo do HER-2 citoplasmatico
em tumores da vulva, sendo necessarios maiores estudos das implicacfes e
aplicacoes clinicas que esta expressao pode acarretar.

Em relagdo a terapia, FUKUTOME et al. (2006) demonstraram em
uma linhagem celular de vulva (A431) que a combinagdo simultanea da
inibicdo de HER-2 e EGFR com Trastuzumab (“Herceptin”’) e ZD1839
(“Iressa”), respectivamente, mostraram um efeito radiossensibilizador
sinérgico. Desta forma, um duplo direcionamento a familia ERBB pode ser
de grande eficacia contra tumores nos quais ambas as vias estao ativas.

Além das drogas relatadas acima, varios anticorpos contra o dominio
extracelular destes receptores, bem como inibidores de tirosina-cinase
(TKIs) estédo em estagio avangcado de desenvolvimento e teste, e uma vez

que os receptores da familia ERBB estdo ativados de forma aberrante em
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uma gama de tumores humanos, eles se tornam excelentes candidatos para

as terapias seletivas anti-cancer (HYNES e LANE 2005).

1.13.2¢c-KIT

O proto-oncogene c-KIT, também conhecido como CD117 ou SCFR,
€ 0 homologo humano do oncogene de sarcoma viral v-kit Hardy-Zuckerman
4. Situado no bracgo longo do cromossomo 4 na posicao 4ql11.12, este gene
é fisiologicamente expresso em melandcitos, células germinativas (MAEDA
et al. 1992; KRAMS et al. 2004), mastdécitos teciduais, epitélio mamario e
glandular sudoriparo, e nas células da camada basal da pele (TSUURA et al.
1994; KRAMS et al. 2004; MAFFINI et al. 2008). Durante o desenvolvimento
e na fase adulta, c-KIT modula varios processos incluindo sobrevivéncia,
proliferacdo, migracdo e diferenciacdo das células hematopoiéticas,
germinativas e células derivadas da crista neural (LEV et al. 1994;
SPERLING et al. 1997).

c-KIT € membro da familia 1l dos receptores tirosina-cinase (Familia
B-PDGFR/CSF-1), codifica um receptor transmembranar e possui um ligante
especifico chamado SCF (Fator de Célula Tronco, conhecido também como
Ligante c-KIT ou Fator de Crescimento de Mastdcitos). SCF possui duas
formas de splicing alternativo: enquanto a forma soluvel estimula,
imediatamente, a atividade tirosina-cinase, a forma ligada a membrana
produz efeitos em longo prazo, aumentando a estabilidade do receptor e

prevenindo sua rapida hiporegulacdo (KRAMS et al. 2004).
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A interacdo entre SCF e o receptor c-KIT ativa a funcdo tirosina-
cinase que, por sua vez, induz a fosforilacdo de varias proteinas celulares e
a ativacdo de uma série de cascatas, dentre elas a via de RAS, PI3K e PLCy
(Figura 4), que ja foram abordadas anteriormente.

A frequéncia de acumulos de mutacbes no gene c-Kit € grande e,
dessa forma, ocorre um aumento progressivo da acéo da fosforilacdo, com
consequente expansao na proliferacdo celular e resisténcia a apoptose. Em
decorréncia disto, este gene tem sido proposto como tendo papel importante
na carcinogénese (SPERLING et al. 1997), e o sistema SCF/c-KIT tem sido
implicado na carcinogénese do trato genital feminino. Estas circunstancias
nos levam a investigar o papel deste oncogene no carcinoma da vulva, uma

vez que a literatura é escassa neste aspecto.
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Legenda: A dimerizacao de receptores c-KIT apartir do acoplamento do SCF (amarelo) leva
a fosforilagdo dos dominios de tirosina-cinase (representados com circulos vermelhos junto
as porcdes intracelulares dos repectores), o que desencadeia no recrutamento e
acoplamento de vérias proteinas intracelulares que, por sua vez, ativam as 3 vias indicadas
em cores (Via da MAPK em roxo, PLCy em vermelho e PI3K em laranja) e culminam com as

atividades celulares destacadas em retangulos.

Figura 4 - Principais vias ativadas pelo receptor tirosina-cinase c-KIT e seus

efeitos na carcinogénese

1.13.3 Familia MYC

‘A expressao desregulada de MYC possui um status quase
onipresente nos tumores — dai o seu apelido: McGene. Para onde
vocé olha, 14 estd ele. Sendo assim, entender como MYC

impulsiona e mantém o crescimento tumoral é fundamental”
(DANOQVI 2010, p.532).

O estudo do papel dos oncogenes da familia MYC teve inicio com

SHEINESS e BISHOP (1979) que, investigando um subgrupo de retrovirus
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causadores de mielocitomatose aviaria, identificaram o gene v-MYC
(Mielocitomatose Aviaria Viral). Mais tarde, o gene C-MYC foi identificado
como o homélogo celular do oncogene retroviral, e foi demonstrado por
encontrar-se expresso em uma ampla gama de tumores e tecidos. Logo
depois, dois outros genes relacionados foram encontrados amplificados em
tumores humanos: N-MYC, que parece estar associado a tecidos
embrionarios e tumores neuroenddécrinos e L-MYC, expresso em tumores de
pulméo (DANG 1999; BOON et al. 2001; FARIA e RABENHORST 2006). c-
MYC e n-MYC s&o essenciais ao desenvolvimento dos vertebrados
(NILSSON e CLEVELAND 2003) e sua superexpressao parece possuir
papel importante no desenvolvimento de varios tumores (DANG 1999;
BOON et al. 2001; FARIA e RABENHORST 2006).

Como supracitado, a expressdao de MYC é indispensavel durante o
desenvolvimento embrionario normal e é regulada por sinais externos como
fatores de crescimento e componentes da matriz extracelular, e sinais
internos como a maquinaria de ativacdo do ciclo celular (FARIA e
RABENHORST 2006). J4 a ativacdo dos oncogenes MYC pode ocorrer
através de mecanismos tais como rearranjos, amplificacdes e translocacdes
do gene, como observado no Linfoma de Burkitt, em que ocorre a
justaposicdo da regido promotora do gene da cadeia pesada de
imunoglobulina ao lado do sitio génico de c-MYC. Além disso, o0 aumento da
traducdo ou da estabilidade de suas proteinas (NILSSON e CLEVELAND
2003) e a insercédo de DNA viral adjacente ao gene, ativando sua expressao

via sequéncias regulatorias virais, sdo conhecidos por ativar a expresséo
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deste gene (COUTURIER et al. 1991; KINOSHITA et al. 1997; PETER et al.
2006; NAKANISHI et al. 2009). No entanto, a expressdao de MYC é, na
maioria das vezes, ativada indiretamente através de alteraces das vias de
sinalizacdo que induzem ou reprimem a transcricdo, sendo estes genes
induzidos como uma resposta primaria de, virtualmente, todas as vias de
transducdo de sinal conhecidas como alteradas no céancer, tais como
aguelas governadas por receptores de tirosina-cinase, demonstradas

anteriormente, além das vias de NF-kB e da 3-catenina (Figura 5).
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Legenda: Desenho esquematico ilustrando as principais vias ativadoras de MYC por
membros das familias de Receptores de Tirosina Cinases (Via MAPK em roxo, STATs em
verde, PI3K em laranja) e receptores Frizzled (ativadores da via da Wnt, a direita) e que
geram a ativacdo e/ou aumento da estabilidade de fatores de transcricio MYC. A direita,
esguematiza-se em maiores detalhes a ativagdo de MYC pela via Wnt, em que o triangulo
vermelho indica o ligante (Wnt) que se acopla ao recptor Frizzled, que gera a
hiperfosforilacéo da proteina Dishevelled e que, por sua vez gera o recrutamento de uma
série de outras proteinas que culmina na hipofosforilagdo de B-catenina que se libera do
complexo e se transloca para o ndcleo (seta vermelha pontilhada), onde se acopla com o

fator TCF (fator de transcricao) ativando a transcricdo de genes alvo, tais como genes MYC.

Figura 5 - Principais vias ativadoras de MYC.

As proteinas MYC possuem dois Sinais de Localizagdo Nuclear (NLS)
e dominios estruturais que as caracterizam como fatores de transcricdo. Os
primeiros aminoacidos da por¢cdo N—terminal compreendem um dominio de

transativacdo (TAD) e a porcado C-terminal contém trés dominios (bHLHzip):
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uma regido implicada no reconhecimento especifico da sequéncia de DNA
(BR ou regidao basica), uma regido hélice-alca-hélice e uma regiao ziper de
leucina, sendo as duas Uutimas responsaveis pela formacdo de
heterodimeros entre MYC e seus ligantes (BOON et al. 2001; FARIA E
RABENHORST 2006), sendo um dos ligantes essenciais para a maior parte
das funcdes de MYC, a proteina MAX, outra proteina bHLHzip. Quando
dimerizada com MYC, MAX funciona como ativadora da transcricdo
(NILSSON e CLEVELAND 2003; FARIA e RABENHORST 2006).

Muitos experimentos tém sugerido que os genes MYC atuam no ciclo
celular, proliferacdo, metastase, no blogueio da diferenciacdo e apoptose
(BOON et al. 2001; SACHDEVA e MO 2009) e sua hiperexpresséo influencia
0 checkpoint celular, permitindo a sobrevivéncia e a selecdo de alguns
tumores com maior grau de instabilidade gendmica e fenotipos mais
agressivos (SACHDEVA e MO 2009).

Utilizando linhagens celulares derivadas de carcinomas genitais
invasivos, incluindo linhagens celulares de wvulva, alguns estudos
demonstraram a integracdo de DNA do virus HPV 16 e 18 na posicao
cromossOmica 8924, a localizagcdo de C-MYC (COUTURIER et al. 1991,
PETER et al. 2006) e na posicdo 2p24, que contétm o gene N-MYC
(NAKANISHI et al. 2009), indicando que o genoma viral é preferencialmente
integrado préximo aos genes MYC em carcinomas genitais invasivos. Estes
resultados suportam a hipotese de que a integracdo do HPV regula a
progressao tumoral através da ativacdo de oncogenes como MYC e, ainda,

corroboram as evidéncias da presenca de transcritos derivados do HPV na
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forma epissomal na doenca in situ, contra os transcritos de HPV integrados
no locus MYC nas lesdes invasivas (NAKANISHI et al. 2009).

Apesar do aumento da transcricdo de c-MYC ser observada em
estados pré-malignos e malignos, ndo foi demonstrada na literatura
nenhuma relacdo entre este aumento da transcricdo e grau e estagio
tumorais (RIVIERE et al. 1990). Além disso, alteracdes nas sequéncias de
MYC nao parecem estar relacionadas aos carcinomas de células escamosas
da vulva (TATE et al. 1994), sugerindo que maiores estudos devem ser
realizados para determinar a significancia real das alteracdes neste

oncogene no carcinoma vulvar.

1.13.4NDRG-1

Gene regulado downstream por n-MYC 1 (NDRG-1), também
conhecido como Drg-1, Cap43, RTP e RIT42 (KOVACEVIC e RICHARDSON
2006) € membro da familia NDRG, que pertence a superfamilia a/f3 hidrolase
(LACHAT et al. 2002) e da qual fazem parte outros trés membros: NDRG-2, -
3 e -4, com homologia nas sequéncias de aminoacidos em 57-65% umas
com as outras (KOVACEVIC e RICHARDSON 2006). Esta familia é, ainda,
subdividida em duas subfamilias, uma consistindo em NDRG-1 e NDRG-3 e
outra em NDRG-2 e NDRG-4. O gene analogo em camundongos, NDR-1,
também conhecido como TDD5, é altamente homologo ao NDRG-1 humano,
sugerindo que este gene esta bem conservado entre espécies (KOVACEVIC

e RICHARDSON 2006).
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NDRG-1 codifica uma proteina citoplasmatica de 43-kDa composta de
394 aminoacidos (KOKAME et al. 1996; GERHARD et al. 2010), tendo sido
identificada como supressora de metastase em tumores de proéstata, colon e
mama (KOVACEVIC e RICHARDSON 2006).

Este gene foi mapeado no cromossomo 8g24.2 (VAN BELZEN et al.
1998; KALAYDJIEVA et al. 1998; LACHAT et al. 2002), regido comumente
amplificada em varios tumores. Interessantemente, C-MYC esta mapeado
nesta regido e é encontrado frequentemente amplificado no cancer, o que é
uma informacéo significante uma vez que este tem demonstrado capacidade
de regular negativamente a expressao NDRG-1, o que pode contribuir para
um fenotipo mais metastatico do tumor (KOVACEVIC e RICHARDSON
2006).

Vérias condi¢cbes, tanto fisiologicas quando patolégicas - hipodxia,
diferenciacdo celular, metais pesados, neoplasias e genes da familia MYC -
sdo responsaveis por modular a transcricdo, traducdo, bem como a
estabilidade do mRNA de NDRG1 (LACHAT et al. 2002). No entanto, a
funcdo exata do produto protéico de NDRG-1 ainda ndo € clara.
Dependendo do tecido, esta proteina pode localizar-se no citoplasma,
nacleo, mitocéndrias ou membrana (KITOWSKA e PAWELCZYK 2010).
Deste modo, as vias regulatorias que modulam este gene sédo diversas
(Figura 6). NDRG-1 parece possuir papel citoprotetor sob situacbes de
exposicdo a fatores de stress: dano ao DNA induz a expressao deste gene
de modo dependente de p53; aumento da expressdo do gene supressor de

tumor PTEN também demonstrou regulacéo positiva de NDRG-1, sendo que
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a inibicdo do primeiro gerou diminuicdo do segundo. A diminuicdo da
expressdo de NDRG-1 em tumores ja foi demonstrada por diminuir uma
molécula de adesdo que esta situada downstream na via de NDRG-1: E-
caderina. Baixos niveis de E-caderina estdo associados com maior potencial
metastatico e, por isso, NDRG-1 é chamado de inibidor de metastase.
Oncogenes como C-MYC e N-MYC, frequentemente hiperexpressos nas
neoplasias, diminuem sua expressao; transformacéo celular e progressao no
ciclo e metilacdo do DNA também regulam NDRG-1 negativamente. Em
contrapartida, HIF-1a (Fator Induzido por Hipoxia) induz a expressdo NDRG-
1 sob hipdxia, gerando protecdo celular a isquemia (KOVACEVIC e

RICHARDSON 2006; GERHARD et al. 2010).
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Legenda: A figura ilustra, a esqueda, os mecanismos envolvidos na expresséo de NDRG-1
no cancer, proveniente de dano ao DNA, no qual j& é bem conhecida a diminuicdo da
expressdo de proteinas atuantes como supressoras tumorais (exemplo, p53 em roxo e
PTEN em verde), em detrimento do aumento da atividade oncogénica como MYC (laranja).
Estes 3 fatores, além da metilacdo do DNA (representado em um retangulo vermelho a
esquerda), culminam com a diminuicdo da expressdo de NDRG-1, sendo que esta
diminuicdo parece estar relacionada a diminuicdo da diferenciacéo celular, da adesé&o
celular, desencadeando metéstases. Por outro lado, uma caracteristica comumente
observada no cancer, a hipdxia, resulta no aumento da expressdo de NDRG-1, mostrado a

direita, de modo dependente de HIF-1a (circulo vermelho).

Figura 6 - Vias regulatdrias de NDRG-1

No entanto, apesar da maior parte dos estudos terem identificado este
gene hipoexpresso em tumores, alguns refutam estes dados. Estudos em
cancer de préstata (CANGUL 2004) demonstraram aumento da expressao
no tumor comparado ao tecido normal. Além disso, WANG et al. (2004)

encontraram um aumento da expressdo de NDRG-1 em tumores colorretais
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em estagios mais avancados, levando a hipotese de que este gene € um
promotor de metastases e ndo um supressor como inicialmente proposto. O
fato de ser regulado positivamente por hipoxia pode ser a explicacdo do
aumento da expressao nestes tumores, ja que € uma condicdo comum no
cancer. Sendo assim, torna-se clara a divergéncia na literatura no que tange
este gene e mais estudos sdo necessarios para elucidar seu papel

(KOVACEVIC e RICHARDSON 2006; GERHARD et al. 2010).

1.14 REVISAO DA LITERATURA

Com o intuito de identificar as lacunas existentes na literatura em
relacdo aos oncogenes em carcinoma de vulva, uma ampla revisao da
literatura foi realizada atraves do PubMed
(http://www.ncbi.nim.nih.gov/pubmed/) buscando por estudos relevantes
especificos deste tipo de neoplasia, com as seguintes palavras-chave:
vulvar, vulva, vulvar cancer and vulval cancer, seguido dos oncogenes de

interesse e NDRG-1. Os dados obtidos estdo no Apéndice 1.
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“Research is to see what everybody else has seen, and to think what nobody else has
thought”.

—Albert Szent-Gyorgi




2

2.1

45

OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL

Identificar alteragbes em oncogenes, bem como sua expressao

protéica e correlacionar estas alteracbes com a presenca de infeccdo pelo

virus HPV, para a determinacdo de valores progndsticos e preditivos em

cancer de vulva.

2.2

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Estudar a expressdo imunoistoquimica dos seguintes oncogenes:
HER-2, EGFR, c-KIT, c-MYC, n-MYC e NDRG-1;

Avaliar, através de hibridacdo fluorescente in situ (FISH),
translocacdes, delecbes ou amplificacdes dos seguintes genes: HER-
2, EGFR c-MYC e n-MYC;

Comparar os achados de imunoistoquimica com os resultados obtidos
pelo FISH;

Comparar os dados de expressdo protéica e de alteracbes dos
oncogenes em questao com fatores prognoésticos bem estabelecidos
em anatomia patoldgica, sobrevida das pacientes, dados clinicos e

tipos de HPV infectantes.



DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

“.. scientific research is compounded of ... empirical procedures, general speculative
ideas, and mathematical or abstract reasoning”.

— James Bryant Conant
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METODOS

"Theory guides, experiment decides".
[.M. Kolthoff
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4 METODOS

4.1 PACIENTES E ESPECIMES ANATOMO-PATOLOGICOS

Foram selecionados dos arquivos do Departamento de Anatomia
Patologica do Hospital A.C.Camargo, de forma retrospectiva e aleatodria,
blocos de parafina de cento e trinta e nove carcinomas vulvares de
diferentes subtipos histoldégicos provenientes de pacientes que sofreram

intervencéo cirdrgica de vulva neste hospital no periodo de 1979 a 2006.

4.2 CRITERIOS DE INCLUSAO E EXCLUSAO

Os critérios de inclusdo do presente trabalho foram pacientes com
diagnéstico de carcinoma epidermoide da vulva, que realizaram cirurgia e/ou
biépsia no Hospital A.C.Camargo no periodo de 1979 a 2006.

Foram excluidas da casuistica as pacientes com diagndstico
histologico de carcinoma in situ, que realizaram tratamento neoadjuvante e
aguelas cujos blocos de parafina ndo estavam disponiveis ou continham

material insufuciente para as analises.

4.3 COLETA DE DADOS CLINICOS

Dados clinicos das pacientes foram coletados dos prontuarios da

Subdivisdo de Arquivos Médicos e Estatisticos (SAME) do hospital, dentre
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eles: idade, etnia, status menopausal, tamanho do tumor, grau nuclear, grau
histologico, presenca inflamacdo, componente in situ associado, status
linfonodal, estadiamento, data de inicio do tratamento, tipo de tratamento,
recidiva, local da recidiva, sobrevida livre de doenca e tempo de sobrevida

(Apéndice 2).

44 A CONSTRUCAO DOS MICROARRANJOS DE TECIDO

(TMAS)

Todos os casos selecionados passaram por revisdo de diagnéstico
pela patologista Dra. Mdnica Stiepcich, através da andlise das laminas de
H&E correspondentes. As areas representativas dos tumores foram
selecionadas nas laminas e foram retiradas do bloco doador e adicionadas
ao bloco receptor através do Manual Tissue Arrayer 1 (Beecher Instruments
Micro-array technology, Silver Spring, USA) para a confeccdo dos TMASs.
Foram utilizados dois fragmentos de cada amostra. Os fragmentos tumorais
de 1,0 mm foram arranjados em duplicata nos TMAs, compreendendo
regides diferentes do tumor, e cortes seriados de 4u de espessura dos
blocos dos TMAs foram depositados em laminas carregadas eletricamente
(Starfrost®). Posteriormente, as laminas passaram por um banho de parafina
e foram armazenadas a - 20°C até o momento do estudo por 11Q e FISH. Um
mapa contendo a localiza¢do detalhada de cada fragmento em cada um dos

dois TMAs foi construido em planilha do Microsoft Excel®.
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4.5 A IMUNOISTOQUIMICA (IIQ)

As laminas de TMAs sem adesivo embebidas em parafina foram
retiradas do freezer a -20°C e, ap0s atingirem temperatura ambiente, foram
colocadas na estufa a 60°C overnight para retirar o excesso de parafina. Em
seguida, foram banhadas em xilol por 20 minutos.

A reacdo imunoistoquimica foi realizada de modo automatizado na
plataforma Benchmark® - Ventana Medical Systems (lllkirch, Cedex, Franca),
(Figura 8), que utiliza os seguintes reagentes:

a) FLUIDOS VOLUMOSOS: (1) EZ PREP: solugdo de
desparafinizacdo patenteada pela Ventana, livre de alcool e xilol e cuja
formulacdo dos reagentes nao estd disponivel. Juntamente com as placas
aquecidas onde sao depositadas as laminas, €é responsavel pela
desparafinizacdo; (2) LCS (Liquid Coverslip: Solucdo oleosa de baixa
densidade responsavel por formar uma camara de reacdo sob o tecido de
modo a permitir uma homogeneizacdo dos reagentes sobre a lamina, bem
como nao deixar que eles evaporem e ressequem durante o processo; (3)
CC1 (Cell Conditioning One): Solucao tampao de pH levemente alcalino a
base de TRIS usada como pré-tratamento no processamento de tecidos.
Quando em alta temperatura, € capaz de romper as ligacbes covalentes
formadas pela formalina no tecido, permitindo a reativacdo antigénica e
aumentando a acessibilidade ao anticorpo. (4) Reaction Buffer: Solucdo de

tampdo pH 7,4 responsavel por promover um ambiente aquoso para a
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reacao imunoistoquimica e pela lavagem das laminas entre os varios passos
da reacéo.

b) KIT DE DETECCAO - UltraView Universal DAB Detection Kit -
Trata-se de um kit contendo 5 dispensadores que conta com tecnologia
baseada em sistema de deteccéo por multimeros para a deteccao sensivel e
especifica de anticorpos primarios de coelho e camundongo. O kit € livre de
biotina, eliminando a marcag¢do inespecifica proveniente da biotina
endogena. Além dos componentes do kit de detecc¢éo, sdo acoplados a rack
no momento da realizagdo da técnica, dois dispensadores: (1) Hematoxilina:
Hematoxilina de Mayer’s modificada; e (2) Bluing Reagent: solucdo aplicada

apos a hematoxilina para fornecer uma contra-coloracao a primeira.
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Legenda: A: Visao geral do equipamento; B: Bandeja de laminas com capacidade para 30

laminas; C: Fluidos volumosos; D: Rack de reagentes recarregéveis (kit de detec¢éo).
Figura 8 - Equipamento para confec¢cdo de imunoistoquimica de forma

automatizada Ventana Benchmark
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Previamente as reacdes nas laminas de TMA, todos os anticorpos
utilizados no estudo foram padronizados em cortes inteiros de tumores de
vulva juntamente com controles positivos para cada tipo de proteina e estao
ilustrados na Tabela 5.

A montagem das laminas foi realizada de modo automatizado

utilizando o equipamento TissueTek®.

Tabela 5 - Anticorpos primarios utilizados nas reacdes de imunoistoquimica.

ANTICORPO FABRICANTE CLONE DILUICAO TECIDO
CONTROLE
c-KIT DAKO A4502/Policlonal 1:100 Pele
de Coelho
c-MYC SantaCruz Sc-40/ 1:50 Mama
Monoclonal de
Camundongo
EGFR Zymed 31G7/Monoclonal 1:20 Mama sabidamente
de Camundongo positiva para EGFR
HER-2 Ventana (PATHWAY® Pronto Mama sabidamente
HER2/neu) 4B5/ para Uso  positiva para HER-2
Monoclonal de
Coelho
NDRG1 Abgent AT2991A/ 1:1000 Intestino
Monoclonal de
Camundongo
n-MYC SantaCruz NCMII 100/ 1:100 Neuroblastoma

Monoclonal de

Camundongo
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4.6 AVALIACAO IMUNOISTOQUIMICA

Apbés a realizacdo da 11Q, todas as laminas de TMA foram
digitalizadas em equipamento digitalizador de laminas (APERIO®) e
avaliadas visualmente. Para esta avaliacdo, foram utilizados escores
previamente descritos na literatura por outros autores e estes serao
abordados a sequir.

A andlise da expressdo protéica de HER-2 foi realizada de acordo
com o recomendado pelo Guia de recomendac¢des da Sociedade Americana
de Oncologia Clinica/ Colégio Americano de Patologistas (ASCO/CAP) para
o teste de HER-2 em cancer de mama (Tabela 6). Auséncia de marcacao de
membrana ou marcacdo em menos de 10% das células tumorais foi
considerado escore 0 — negativo. Marcagéao fraca de membrana, incompleta
em mais de 10% das células tumorais, escore 1+; marcagcdo fraca ou
moderada de membrana completa em mais de 10%, escore 2+; marcagao
forte de membrana delimitada completa em mais de 30% das células foi

considerado escore 3+.
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Tabela 6 - Classificacdo da expressdo de HER-2 (Guia de recomendacfes
da Sociedade Americana de Oncologia Clinica/ Colégio Americano de
Patologistas (ASCO/CAP)

Escore Imunoexpressédo de Padrdo de marcacéo
HER-2
0 Negativo Nenhuma marcac¢do de membrana em <10%

das células tumorais
1+ Negativo Marcacdao fraca de membrana, incompleta
em qualquer proporcéo de células ou
completa em <10% das células
2+ Indeterminado Membrana completa de marcagéo fraca ou
moderada em >10% das células tumorais ou
intensa e completa em >30% das células
3+ Fortemente positivo Marcagéo intensa, uniforme e completa de
membrana em >30% das células

Para a avaliacdo da imunoexpressdo de EGFR, a intensidade
absoluta de marcacéao imunoistoquimica de membrana foi observada como
proposto por estudos realizados por GROWDON et al. (2008), BRUSTMANN
(2007), BERCHUCK et al. (1990) e OONK et al. (2007) em carcinomas de
vulva, em que foi considerado escore O para 0S casos com auséncia de
marcacado de EGFR na membrana; escore 1+ naqueles com marcacao fraca
deste receptor na membrana; escore 2+ para marcagcdo moderada e 3+ para
marcacéao forte de membrana.

Em relacdo ao produto protéico de c-KIT, foi realizada avaliacdo na
membrana celular e citoplasma, sendo graduada como proposto por
HASIGAWA (2004), que se baseia em dois parametros: intensidade de
marcacao e porcentagem de células marcadas. Os casos foram pontuados
de acordo com a intensidade de marcacdo em 0 = negativo; 1 = marcacgéo

fraca; 2 = marcacdo moderada; 3 = marcacao forte e de acordo com a
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porcentagem de células marcadas em: (a) marcacao esporadica = menos de
10% das células positivas; (b) marcacéao focal = quantidade maior ou igual a
11% e menos de 50% das células marcadas; (c) marcacao difusa = mais de
50% das células positivas. Intensidades de marcacdo 2+ ou 3+ com
porcentagem de marcacéao focal e difusa foram consideradas positivas.

A proteina c-MYC foi avaliada quanto a reatividade no citoplasma
como descrita por LIU et al. (2008), também em relacdo a porcentagem de
células marcadas e intensidade de imunorreatividade: (a) Porcentagem de
células marcadas: 1 = menos de 15%; 2 = de 15 a 50%; 3 = mais de 50%.
(b) Intensidade: 1 = fraca; 2 = moderada; 3 = intensa. O escore final foi dado
pela multiplicacdo da quantidade pela intensidade de imunorreatividade no
citoplasma. Casos com um escore final menor que 4 foram considerados
negativos. Ja 0s que possuiram escore maior ou igual a 4, foram
considerados positivos. Além disso, positividade e negatividade de qualquer
marcacao nuclear também foram avaliadas.

Tanto as avaliagcdes semiquantitativas de n-MYC quanto de NDRG-1
foram realizadas em escala de quatro pontos de acordo com o0s critérios
adotados por WANG et al. (2004) e GERHARD et al. (2010) padronizados
para NDRG-1, levando-se em conta: (1) a proporcédo de células marcadas,
graduadas como: 0 = menos de 5% das células marcadas; 1 = marcacao de
6-25% das células; 2 = de 26-50% das células marcadas; 3 = 51-75% e 4 =
marcacao positiva em mais de 75% das células; (2) a intensidade de
marcacdo: 0 = auséncia de cor; 1 = coloracdo fraca; 2 = coloragéo

moderada; 3 = coloracéo forte. Um escore combinado da porcentagem de
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células marcadas multiplicado pela intensidade de marcacéo foi utilizado
para avaliar os resultados da marcacdo de NDRG-1 e n-MYC: Escore final 0
= negativo; 1 ou 4 = (+); 50u 8 = (++); 9 ou 12 = (+++).

O uso do mesmo critério de avaliacdo de NDRG-1 foi expandido para
n-MYC devido a falta de dados na literatura a respeito da avaliacdo deste
marcador em tecido emblocado em parafina. n-MYC, assim como muitos
outros produtos de proto-oncogenes, € uma proteina nuclear de meia-vida
curta, entre 30 e 50 minutos (BONVINI et al. 1998) e, por este motivo, adota-
se 0 uso de material congelado para a andlise da expressado protéica da
mesma. No entanto, pela indisponibilidade deste tipo de material para as
reacdes imunoistoquimicas no presente projeto, foi realizada a analise de
marcacdo de n-MYC no citoplasma, visto que é sabido na literatura que a
meia-vida de n-MYC pode ser prolongada na presenca de sinais de
degradacdo alterados, levando a um aumento de sua estabilidade na célula

(COHN et al. 1990; BONVINI et al. 1998).

4.7 A HIBRIDACAO IN SITU FLUORESCENTE (FISH)

Os ensaios de FISH foram realizados através de sondas especificas
para cada gene: HER-2 (Vysis PathVysion HER2 DNA Probe Kit™,
Abbott™), EGFR (ZytoLight SPEC EGFR/CEN 7 Dual Color Probe,
ZytoVision®), c¢-MYC (Vysis LS| IGH/MYC/CEP-8 Dual Fusion Probe,

Abbott™) e n-MYC (LSI® N-myc SpectrumOrange, Vysis™).
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Apoés a desparafinizacdo em trés lavagens com xilol 100% de 10
minutos cada, as laminas de TMA foram reidratadas por meio de trés
lavagens com alcool 100% de 5 minutos cada. Em seguida, as laminas
foram tratadas com agua destilada (trés lavagens de 2 minutos cada),
0,2mmol/L de HCI por 20 minutos a temperatura ambiente e submetidas a
um pré-tratamento em citrato pH 6,0 por 60 minutos a 82°C. A digestao
enzimatica foi realizada com pepsina (pronto para uso) por 8 minutos a
temperatura ambiente. As laminas foram lavadas em tampéo 2xSSC por 2
minutos (SSC: 0.3 mmol/L de cloreto de sodio e 0.03 mmol/L de citrato de
sédio). Em seguida, foi realizada a desidratacdo com trés mudancas
consecutivas de alcool a 75%, 80%, e 100%, por 2 minutos cada. As laminas
foram secadas ao ar e incubadas com 10ul das sondas previamente citadas
e colocadas no hibridizador StatSpin Hybridizer (DAKO) por 44 horas.
Depois, foram mergulhadas em solucao de Uréia/0,1 x SCC por 3 minutos a
45°C e lavadas em solugdo 2xSCC por 2 minutos a temperatura ambiente.
Finalmente, as laminas foram desidratas em alcool 75%, 80%, e 100% por 2
minutos cada e secadas ao ar. Apos a aplicacdo de 15ul de DAPI (SSC
2X/0,03 ug/mL 4’,6-diaminido-2-fenilindolediidrocloreto), foram montadas

com laminula.

4.8 AVALIACAO DO FISH

Os TMAS foram digitalizados no equipamento Ariol® e analisados de

modo visual de acordo com as recomendacdes dos fabricantes, descritas a
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seguir, sendo utilizado o tecido de placenta localizado no primeiro spot do
TMA como controle da reacdo para todas as analises.

A avaliacdo do FISH para HER2- foi realizada de acordo com o Guia
de recomendacfes da Sociedade Americana de Oncologia Clinica/ Colégio
Americano de Patologistas para o teste de HER-2 em céancer de mama.
Nesta analise, avalia-se a razao entre a marcacao do gene HER-2 (17ql1-
12), em vermelho, e a regido centromérica do cromossomo 17, em verde
(HER-2/CEP17). Para cada spot do TMA, 60 nucleos celulares interfasicos
nao-sobrepostos foram avaliados e a razdo HER-2/CEP17 foi obtida. Esta
razdo define como amplificagcdo uma razdo HER-2/CEP17 maior ou igual a
de 2.2 e polissomia os casos com razdo HER-2/CEP17 menor ou igual a 1.8
(WOLFF et al. 2007).

Na analise de expressao génica de EGFR, a sonda SPEC EGFR/CEN
7 Dual Color Probe marca o gene EGFR (7pl12) em verde e em laranja a
regido centromérica do cromossomo 7. A andlise da razao EGFR/CEP7 foi
realizada como previamente descrita na literatura em carcinomas de vulva
(GROWDON et al. 2008), com contagem de 50 nucleos interfasicos nao-
sobrepostos em que dissomia foi considerada como uma razdo EGFR/CEP7
igual a 1.0; alta polissomia foi definida como 4 ou mais copias do
cromossomo e amplificacdo génica como a presenca de clusters génicos e
uma razdo EGFR/CEP7 maior ou igual a 2.0.

A sonda Dual Fusion Probe para c-MYC € usada para detectar, além
de alteracdes numéricas e amplificacbes do gene, translocacdes. Quando

translocado, c-MYC encontra-se comumente na regido do gene da IGH
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(cadeia pesada da imunoglobulina). A anélise de translocacdes é possivel
pelo fato desta sonda marcar o gene c-MYC em laranja (8g24), a regido do
centrbmero do cromossomo 8 (8gl1.1-gq11.1) em azul e a regido 14q32
(IGH) em verde. Foram avaliados cerca de cem ndcleos interfasicos nao
sobrepostos e foi considerada dissomia nucleos com seis sinais distintos,
sendo 2 verdes, 2 laranjas e 2 azuis. Foram consideradas células com
translocacdo aquelas contendo 2 sinais azuis (regido centromeérica)
acompanhados de sinais verdes e laranja fusionados, gerando sinais
amarelados. Polissomia foi definida como a presenca de 3 sinais a mais do
gene c-MYC do que sinais centroméricos; amplificacéo foi considerada como
a presenca de mais de 3 sinais do gene c-MYC do que sinais centroméricos
e/ou presenca de clusters do gene c-MYC (SCHLEGER et al. 2002).

A sonda LSI® N-myc SpectrumOrange para n-MYC possui apenas o
sinal laranja, indicando a regido do gene em 2p23-24. Foram analisados
cerca de 100 nucleos interfasicos ndo sobrepostos e considerou-se dissomia
a presenca de um ou dois sinais para cada cromossomo 2 e amplificacdo a
presenca de mais de dois sinais laranjas, de acordo com indicacdo do

fabricante.

49 GENOTIPAGEM DE HPV

O teste de genotipagem de HPV foi realizado em 105 amostras de
carcinoma de vulva por uma aluna de doutorado deste mesmo grupo. O

teste utilizado, Linear Array HPV da Roche, é um teste qualitativo in vitro,
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que utiliza amplificacdo do DNA alvo através de reacao de polimerizagcdo em
cadeia e hibridacdo de acidos nucléicos e detecta 37 gendtipos de DNA
anogenitais, dentre eles HPVs de alto risco (tipos
16,18,26,31,33,35,39,45,51,52,53,56,58, 59,66,68 e 82); de baixo risco
(HPVs tipos 6,11,40,42,54,61,70,72,81 e CP6108); e HPVs de risco ainda
indeterminado (55,62,64,67,69,71,73,83,84 e 1S39 — HPV82). Este teste
baseia-se nos seguintes processos principais: preparacdo da amostra
(isolamento de DNA e purificacdo); amplificacdo por PCR do DNA alvo
usando iniciadores para o HPV; hibridacdo dos produtos amplificados e
ligados a sonda, por determinacédo colorimétrica, em fita, como descrito a

seqguir.

4.9.1 Isolamento de DNA gendmico de tecidos

Foram realizados quatro cortes de 5 mm do material tumoral do bloco
parafinado. Esses cortes foram colocados em microtubos, adicionando-se
180 pL do tampédo ATL e 20uL de Proteinase K. Em seguida, esse material
foi colocado em termomixer e incubado a 56°C overnight. Foram adicionados
200 pL do tampéo AL e 110 pL de etanol absoluto e incubados. O material
foi, entdo, transferido para uma coluna especifica (QlAamp MinElute
Collumn), que passou por centrifugagcdo. Foram adicionados nesta coluna
500 pL de tampdo AW1l e AW2 e para cada coluna especifica foram
aplicados, no centro da membrana, 20 a 100ul de tampéo AE, deixando o
material incubado em temperatura ambiente. Este material foi centrifugado a

20.00 xg por 1 minuto e retirada a coluna. O DNA extraido foi quantificado
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no equipamento Nanodrop em comprimento de onda 260/280 e 260/230 e a

sua qualidade foi checada em gel de agarose.

4.9.2 Amplificacdo por PCR

A selecdo do alvo foi feita através de iniciadores biotinilados para
definir uma sequéncia de nucleotideos dentro da regido polimorfica L1 do
genoma do HPV. Um par de iniciadores adicional visa o gene [B-globina
humana para proporcionar um controle do isolamento de DNA e

amplificacao.

4.9.3 Reacéao de Hibridacéao

Apos a amplificacdo por PCR, o amplicon do HPV e da B-globina
foram desnaturados quimicamente para formar um DNA de fita simples,
através da adicdo de Solucdo de Desnaturacdo. As aliquotas do amplicon
desnaturado foram, depois, transferidas para o reservatério adequado da
bandeja de tipagem contendo o tampé&o de hibridacdo e uma Unica tira de
Genotipagem Linear Array HPV, que € revestida com bandas da sonda para

os HPVs e 3-globina.

4.9.4 Fase de Deteccdao

Apos hibridacéo, a Tira de Genotipagem foi rigorosamente lavada, e
foi adicionado o conjugado Estreptavidina-peroxidase, que se liga ao
amplicon marcado com biotina. Na presenca de peroxido de hidrogénio, a

estreptavidina que se encontra ligada catalisa a oxidacdo e forma um
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complexo de coloracdo azul, que precipita nas posicdes da sonda onde

ocorre a hibridacdo. As tiras foram, depois, lidas visualmente.
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4.10 A ANALISE ESTATISTICA

Para as variaveis quantitativas, foram apresentadas as principais
medidas resumo, como média, desvio-padréo, valor minimo e valor maximo
e para as Vvaridveis qualitativas foram apresentadas as respectivas
distribuicdes de frequiéncias absolutas e relativas.

Associacfes entre variaveis qualitativas foram avaliadas por meio do
teste qui-quadrado. No caso de frequéncias esperadas inferiores a cinco foi
realizada a corregéo de continuidade proposta por YATES (1934). Com fins
estatisticos, alguns agrupamentos de escores imunoistoquimicos ou foram
realizados.

Nas analises de sobrevida cancer especifica e livre de
doenca/recidiva, foi empregada a técnica de Kaplan-Meier. A diferenca entre
curvas de sobrevida foi avaliada pelo teste de Logrank.

O nivel de significancia adotado foi o de 5% (p=0,05). O software livre
R versdo 2.13 foi empregado na andlise estatistica (R Development Core

Team (2010), Vienna, Austria. url: http://www.R-project.org).



http://www.r-project.org/

RESULTADOS

“l pass with relief from the tossing sea of Cause and Theory
to the firm ground of Result and Fact”.
Sir Winston Spencer Churchill
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5 RESULTADOS

A apresentacdo dos resultados sera dividida em uma secéo
abordando a caracterizacdo da amostra de estudo, na qual a busca e analise
detalhada dos prontuarios das pacientes (n=139) nos permitiram obter uma
ampla gama de dados demogréficos e caracteristicas clinico-patolégicas dos
tumores; e uma secao de abordagem da avaliacdo dos oncogenes HER-2,

EGFR, c-MYC, n-MYC, c-KIT e NDRG-1 em carcinomas de vulva.

51 CARACTERIZACAO DA AMOSTRA DE ESTUDO

5.1.1 Dados Demogréaficos

As pacientes do presente estudo apresentaram uma meédia de idade
de 69 anos (desvio padrdo: 12), variando de 15 a 98 anos e com uma
mediana de 71 anos. A maior parte das pacientes pertenceu ao grupo de
faixa etaria correspondente as idades entre 70 e 80 anos (54,67%), como
mostrado na Figura 9. Em relacdo a raca, a maior parte das pacientes era
branca (86,3%), seguida da raga parda (9,35%) e negra (1,43%). Quanto ao
estado civil, a maioria se declarou casada (50,30%), seguido de vilvas
(37,70%), solteiras (8,80%) e separadas (3%). J& em relacdo a escolaridade,
a quase totalidade das mulheres (78,37%) era analfabeta ou possuia

primeiro grau incompleto. A distribuicAo das pacientes portadoras de
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carcinoma de vulva submetidas a resseccao cirurgica segundo idade, raca,

estado civil e escolaridade esta disposta na Tabela 7.
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Figura 9 - Distribuicdo das pacientes portadoras de carcinoma de vulva por

faixas etarias

Tabela 7 - Distribuicdo das pacientes portadoras de carcinoma de vulva
submetidas a ressec¢do cirlrgica segundo idade, raca, estado civil e
escolaridade (Séao Paulo, 2011).

Caracteristicas so6cio-demograficas

Idade
Média 69
Mediana 71
Desvio Padréao 12
Minimo 15
Maximo 98
Raca N %
Branca 120 88,8
Nao Branca 15 11,2
Estado Civil
Solteira 12 8,95
Casada 67 50,0
Separada 4 2,90
Vilva 51 38,05
Escolaridade
Analfabeta 38 34,23
1°grau incompleto 49 44,14
1°grau completo 1 0,90
2°grau incompleto 13 11,70
2°grau completo 6 5,40

Superior completo 4 3,60
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Curvas de sobrevida cancer especifica e livre de doenca foram
tracadas em relacdo a escolaridade das pacientes e estdo demonstradas na

Figura 10 e Tabela 8.

Sobrevida Cancer Especifica Sobrevida Livre de Doenga

1.0

n LogRank p=0.65 3 LogRank p=0.24
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Figura 10 - Curvas de sobrevida Cancer especifica e livre de doenca em
relacdo aos diferentes graus de escolaridade dentre as pacientes com

carcinoma de vulva

Tabela 8 - Sobrevida Cancer Especifica em 5 anos em relacdo ao grau de
escolaridade das pacientes

SCE SLD
Sobrevidaem 5
anos Grau de escolaridade n RR P n RR p
Analfabetas/Primeiro grau 22 1.23 0.65 85 1.67 0.24
Escolaridade Segundo grau ou mais 88 1 20 1

Legenda:
RR: Risco Relativo
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5.1.2 Dados Clinicos das Pacientes

Os dados clinicos obtidos dos prontuarios das pacientes (Tabela 9)
demonstraram uma média de idade da menarca em 14 anos, variando entre
idade minima de 10 e maxima de 20 anos e com uma mediana de 13 (desvio
padrdo: 2). Em relacdo a menopausa, a média de idade foi de 48 anos, com
mediana de 50 anos (desvio padrao: 9,83), sendo a idade maxima de 64
anos, sendo que 3 pacientes ainda estavam no menacme. A média de idade
da primeira relacdo sexual declarada pelas pacientes foi de 19 anos, com
mediana de 19 anos (desvio padrdo: 7,02) sendo a idade minima de 11 e
maxima de 43 anos. Quanto ao numero de gestacbes, a média foi de 6
gestacdes, com mediana de 5 (desvio padrao: 0,61) e uma média de partos
de aproximadamente 5 partos, com mediana de 5 (desvio padrédo: 4). Em
relacdo a abortos, a maioria das pacientes declarou nao ter tido nenhum
aborto (57,60%), seguido de 1 aborto (19,20%), 2 abortos (16,0%) e 3 ou
mais abortos (7,20%). A maior parte das mulheres do nosso estudo declarou
ter tido apenas um parceiro sexual durante a vida (87,69%), seguido de
nenhum parceiro (6,15%), dois (3,07%) e quatro parceiros (3,07%).
Finalmente, relacionado ao uso de anticoncepcionais, 94,40% das pacientes

declararam nunca ter feito uso destes e 5,50% fizeram uso no passado.
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Tabela 9 - Distribuicdo das pacientes portadoras de carcinoma de vulva

quanto aos dados clinicos (S&o Paulo, 2011)

Caracteristicas clinicas das pacientes

Menarca

Menopausa

Coitarca

Gestacles

Partos

Abortos

Parceiro

Média
Mediana
Desvio Padréo
Minimo
Méaximo

Média
Mediana
Desvio Padrao
Minimo
Maximo

Média
Mediana
Desvio Padrao
Minimo
Maximo

Média
Mediana
Desvio Padrao
Minimo
Maximo

Média
Mediana
Desvio Padrao
Minimo
Maximo

0
1
2
3 ou mais

A NP O

14
13

10
20

48
50
9,83
38
64

18,61
20
7,78
11
43

%

57,60
19,20
16,0
7,20

6,15
87,69
3,07
3,07
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Os sintomas mais comumente relatados pelas pacientes do estudo
estdo demonstrados na Figura 11. Prurido foi o mais comum (34,28%),
seguido por ulceracdo (26,07%) e presenca de tumoracdo (19,28%).
Sangramento (9,28%), secrecdo (5,0%), dor vulvar (3,57%) e disuria
(2,50%), ainda que presentes,foram menos comuns. O tempo médio de
duracdo dos sintomas relatados pelas pacientes foi de 11 meses, com

mediana de 6 meses, variando de 15 dias a 10 anos d e duracao (SD:16,67).
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Figura 11 - Distribuicdo dos sintomas mais comumente relatados pelas

pacientes com carcinoma de vulva
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5.2 CARACTERIZACAO CLINICA E ANATOMO-PATOLOGICA

DAS AMOSTRASDO ESTUDO

Em relacdo aos dados anatomo-patologicos dos tumores, grande
parte da amostra foi constituida de pecas cirurgicas (79,1%), seguido de
bidpsias (15,2%) e revisbes de laminas com blocos de parafina disponiveis
(5,7%). Os tumores tiveram média de tamanho de 4,5cm, com mediana de
4,0 cm (SD=2,63), variando de 0,3 a 18 cm em sua maior dimensao. A maior
parte dos tumores (Tabela 10) foi classificado como CEC 2 (43,88%),
seguido de CEC1 (33,81%), CEC 3 (10,07%), carcinomas basaloides
(9,35%) e carcinomas verrucosos e sarcomatoides (1,44% cada). Quanto a
sobrevida, quando comparada em relacdo aos tipos histolégicos bem
diferenciados (CEC 1 e carcinoma verrucoso) e os moderadamente e pouco
diferenciados (CEC2, CEC3 e carcinomas basalbides), houve uma pior
sobrevida livre de doenca dos tumores do segundo grupo (57% de sobrevida
livre de recorréncia) em relacdo aos do primeiro (79%), como demonstrado
na Figura 12 (p=0,05). Os diferentes tipos histoldégicos encontrados estéo
ilustrados na Figura 13.

Outras caracteristicas anatomo-patolégicas dos tumores foram
avaliadas: em relagdo a profundidade de invasdo, 20,78% infiltraram a
derme superficial, 54,55% dos tumores infiltraram a derme profunda e
24,68% infiltraram o tecido subcutaneo. Infiltrado inflamatorio moderado foi o
mais comumente observado (62,6%). Na maior parte dos tumores néo foram

identificadas invasao vascular (84,89%) ou perineural (89,21%). Em relag&o
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a metastase linfonodal, 71,94% dos casos em que houve abordagem
cirdrgica dos linfonodos (linfadenectomias), ndo apresentaram linfonodos
acometidos, ao passo que 28,06% tiveram algum grau de acometimento
linfonodal. Tanto a sobrevida cancer especifica quanto livre de doenca das
pacientes com presenca de metastases linfonodais foram menores em
relacdo as que ndo apresentaram este evento, como mostrado na Figura 14.
Pacientes sem metastase linfonodal tiveram uma sobrevida céancer
especifica e livre de doenca de 88% e 83%, respectivamente (p=0,03), ao
passo que as pacientes que tiveram metastases linfonodais mostraram

sobrevidas de 59 e 54%, respectivamente (p=0,05).
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Tabela 10 - Distribuicdo das amostras em relacdo as caracteristicas
anatomo-patolégicas dos tumores (Sao Paulo, 2011).

Caracteristicas anatomo-patologicas dos tumores

Diagnéstico
CEC1
CEC2
CEC3
Ca Basaldide
Ca Verrucoso
Ca Sarcomatoide
Profundidade da Invaséo
Derme superficial
Derme profunda
Subcutaneo
Infiltrado inflamatério
Leve
Moderado
Intenso
Invaséo
Vascular Nao

Sim
Perineural Né&o
Sim
Metastase Linfonodal
Ausente
Presente

n

47
61
14
13
2
2

16
42
19

16
87
14

118
21
124
15

100
39

%

33,81
43,88
10,07
9,35
1,44
1,44

20,78
54,55
24,68

13,68
74,36
11,97

84,89
15,11
89,21
10,79

71,94
28,06
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Figura 12 - Curvas de sobrevida global em relagcdo aos diferentes tipos

histolégicos dos tumores de vulva

Tabela 11 - Sobrevidas Cancer Especifica e Livre de doenga em 5 anos em
relacdo ao diagnostico histopatoldgico dos tumores.

Sobrevida SCE SLD
em 5 anos Tipo histolégico n RR p n RR p
CEC1 ou ca verrucoso 48 1.00 42 1.00
) . 0.96 0.05
Diagnéstico CEC2, CEC3 ou ca basaléide 81 0.98 74 1.97
Legenda:

RR: Risco Relativo
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Legenda: A: CEC 1; B: CEC 2; C: CEC 3; D: Carcinoma verrucoso; E: Carcinoma

basal6ide; F: Carcinoma sarcomatdide.
Figura 13 - Laminas de H&E evidenciando os diferentes tipos histol6gicos

de carcinomas de vulva (Em aumento de 40x).
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Figura 14 - Curvas de sobrevida cancer especifica e livre de doenca em

relacdo a metatase linfonodal

Tabela 12 - Sobrevida cancer especifica e livre de doenca em 5 anos em
relacdo a presenca de metastases linfonodais.

Sobrevida SCE SLD
em 5anos  Metastase linfonodal n RR P n RR p
Metastase N&o 47 1 46 1
0.03 0.05
linfonodal Sim 26 2.78 25 241
Legenda:

RR: Risco Relativo

Algumas caracteristicas clinicas dos tumores foram analisadas no
presente projeto e em relacéo a localizagdo dos mesmos, a mais comum
foram os pequenos labios (40,52%), seguida dos grandes labios (30,83%),
clitoris (22,02%) e perineo (6,60%), como mostra a Figura 15. Quanto a

lateralidade, grande parte dos tumores era unilateral (71,85%), segiudo dos
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tumores bilaterais (16,29%). Cerca de 12% acometiam a linha média da

vulva.

1001 @16@10

80- s

40-

20+

Figura 15 - Distribuicdo dos tumores do estudo em relacéo a localizagéo

Dentre a nossa casuistica, a maior parte dos tumores foi classificada
como estadiamentos FIGO IB (58,91%) e 1lIB (19,37%), como demonstrado
na Figura 16. Pacientes cujos tumores apresentaram estadiamento |l
apresentaram, com nivel de significancia marginal (p=0,07), sobrevida
cancer especifica de 59%, sendo esta menor que a das pacientes com
tumores FIGO | (sobrevida de 81%) ou Il (sobrevida de 88%), como
mostrado na Figura 17. Observou-se aumento do risco relativo em relagéo a
sobrevida céancer especifica acompanhado do aumento do estadio do tumor,

também com significancia marginal.
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vulva
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Tabela 13 - Sobrevida Cancer Especifica e Livre de Recorréncia em 5 anos
em relacdo ao estadiamento FIGO

Sobrevida em SCE SLD
5 anos Estadiamento FIGO n RR P n RR p
I 77 1 74 1
Estadiamento I 8 1.06 007 8 129 0.26
FIGO I 42 2.15 41 1.65
Legenda:

RR: Risco Relativo

Uma ampla gama de aspectos relacionados ao tratamento das
pacientes, tais como tipos de cirurgias realizadas, tratamento adjuvante e
linfadenectomia, foi avaliada, bem como as complicacées decorrentes do
tratamento e o desfecho clinico das pacientes (recorréncia e status). Todos
estes dados estédo ilustrados nas Tabelas 14 e 15. Dentre as pacientes
selecionadas no estudo que realizaram cirurgia de vulva no Hospital
A.C.Camargo, a mais comumente realizada foi a vulvectomia radical tripla
incisdo (57,27%), seguido da hemivulvectomia (20%), vulvectomia radical
classica (12,72%) e resseccao local ampla (10%). Cerca de 20% das
pacientes recebeu tratamento adjuvante: 14,38% receberam quimioterapia
adjuvante e 5% radioterapia adjuvante.

Complicagbes ao tratamento foram presentes em 54,5% das
mulheres, sendo a mais comum a deiscéncia da ferida (41,96%). Infeccéo foi
presente em 21,42% e necrose do retalho em 17,85%. Seroma e linfedema
foram menos comuns, acometendo 8,03% e 10,71%, respectivamente.

Recorréncia foi observada em 38,58% dos casos, sendo as

recorréncias local e linfonodal as mais frequentes (38,78% e 24,49% de
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todos os tipos de recorréncia observados, respectivamente). Dentre as
mulheres que sofreram qualquer tipo de recidiva tumoral, 65,3% morreram
de cancer. A curva de sobrevida global das pacientes em relacédo a presenca
ou ndo de recidiva tumoral estd demonstrada na Figura 18 e demonstrou
pior sobrevida (p<0,0001) das pacientes que sofreram qualquer tipo de
recorréncia (47%) quando comparadas aquelas que nao sofreram nenhum
tipo de recidiva (96%). J& em relacdo ao status global das pacientes, 41,30%
estavam vivas sem cancer no momento da coleta dos dados de prontuario,
33,33% morreram da doenca, 13,04% morreram de outras causas, 7,24%
estavam vivas com a doenca e 5,07% morreram de causas nhao

especificadas.

Tabela 14 - Tipo de tratamento de escolha para as pacientes com carcinoma
de células escamosas de vulva que realizaram tratamento cirtrgico no
Hospital AC Camargo no periodo de 1979-2006. (Sao Paulo, Brasil).

Tratamento

Tipo de Cirurgia N %
Resseccédo local ampla 11 10,0
Vulvectomia parcial 22 20,0
Vulvectomia radical classica 14 12,72
Vulvectomia radical “tripla incisao” 63 57,28

Tratamento adjuvante
Nao 112 80,57
Sim 27 19,42

Tipo de tratamento adjuvante
Radioterapia adjuvante 20 14,38
Quimioterapia adjuvante 7 5,03
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Tabela 15 - Desfecho clinico das pacientes com carcinoma de células
escamosas de vulva (Sao Paulo, Brasil).

Desfecho clinic

Complicacdes N %
Nao 60 45,45
Sim 72 54,54
Complicagéo
Seroma 9 8,03
Infeccéo da ferida 24 21,42
Deiscéncia da ferida 47 41,96
Necrose do retalho 20 17,85
Linfedema 12 10,71
Recorréncia
N&o 78 61,41
Sim 49 38,59

Tipo de recorréncia
Local 19

38,78
Linfonodal 12 24.49
Distancia 5 10,20
Locorregional + distancia 10 20,41
Ignorados 3 6.12
Status
Viva sem cancer 57 41,30
Viva com cancer 10 7,24
Morte por cancer 46 33,33
Morte sem cancer 18 13,04

Morte ndo especificada 7 5,07
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Figura 18 - Sobrevida global das pacientes em relagéo a recidiva do tumor

Tabela 16 — Sobrevida Cancer Especifica em 5 anos em relacdo a recidiva
do tumor

SCE
Sobrevidaem 5 anos Recidiva n RR P
Nao 77
<0.0001
Recidiva Sim 50 13.51

Legenda:
RR: Risco Relativo

A curva de sobrevida céancer especifica tracada para as nossas
pacientes demonstrou que cerca de 70% estavam vivas em 5 anos, ao

passo que a curva de sobrevida livre de doenca demonstrou que cerca de
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75% das mulheres ndo sofreram recidiva tumoral no espaco de tempo

equivalente a 5 anos, como demonstradas na Figura 19.
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Figura 19 - Sobrevida Cancer Especifica e Sobrevida Livre de Doenca das

pacientes com carcinoma de vulva

5.3 AVALIACAO DE ONCOGENES EM CARCINOMAS DE VULVA

5.3.1 Imunoistoquimica

A HER-2
A avaliacdo do receptor HER-2 por imunoistoquimica (Figura 20)

demonstrou auséncia de marcacdo de membrana para a maior parte dos

casos: 84,89% tiveram escore 0, sendo que somente 1,44% mostraram
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escore 3+. Marcacdo citoplasmatica foi positiva em 15,11% dos tumores
avaliados. Alguns casos ndo puderam ser avaliados por perda do spot do

TMA ou falta de area representativa de tumor (Tabela 17).

Tabela 17 - Imunoexpressdo de membrana e citoplasma para HER-2 em
carcinomas de vulva

HER-2
Marcagéo de ~
Marcagao
membrana n % _ . N %
citoplasmaética
(escore)
B 118 84,89
1+ 3 2,16 Negativa 104 74,82
2+ 2 1,44 Positiva 21 15,11
3+ 2 1,44

Nao avaliaveis 14 10,0 Nao avaliaveis 14 10,07
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Legenda: A: Imagem representativa de imunoistoquimica negativa (escore 0); B:
Imunoistoquimica negativa (escore 1+); C: Imunoistoquimica fraco-positiva (escore 2+); D:
Imunoistoquimica positiva (escore 3+).

Figura 20 - llustracéo da técnica de imunoistoquimica para a proteina HER-
2 em carcinomas de vulva: avaliagdo de marcacao de membrana (Aumento
de 40x).

Visando analisar a relacdo entre o0s resultados obtidos na
imunoistoquimica e dados histopatoldgicos e clinicos das pacientes, foram
realizadas associagfes entre estes dados, que estdo ilustrados na Tabela

18. Néao foi possivel a realizacdo de tratamento estatistico nestes dados,
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devido a existéncia de uma amostra tumoral reduzida nos grupos 1+, 2+ e
3+.

Em relacdo as caracteristicas histoldégicas dos casos avaliados, a
hiperexpressdo de HER-2 correspondeu, na maior parte dos casos, a
tumores pouco diferenciados (CEC 3 e carcinoma basaléide), enquanto que
a maior parte dos tumores classificados com escores0,1 +e 2+ eram
tumores bem diferenciados ou com diferenciacdo moderada. Em relacdo a
profundidade de invaséo, grande parte dos tumores escore 0 e 1+ infiltraram
a derme profunda. No entanto, invasdo vascular e perineural ndo foram
comuns nestes tumores. Dentre os tumores 2+ e 3+, metade deles (n=1)
mostrou invasao vascular. Em sessenta e trés porcento dos casos de escore
0, ndo foram observadas lesGes associadas ao tumor. Dentre os de escore
1+, 2+ e 3+, nenhum apresentou lesdes associadas. Entende-se por lesdes
associadas a presenca de carcinoma in situ, VINs (usuais ou diferenciadas),
acantose vulvar e liqguen escleroso. Recidiva ndo foi observada em grande
parte dos tumores com escore 0, ao passo que dentre os dois tumores de
escore 3+, um deles mostrou recidiva e em outro houve perda da informagéo
no prontuario. Nao foi possivel a realizacdo de curvas de sobrevida para
este marcador na analise da membrana, uma vez que a quase totalidade
dos casos foi negativa para HER-2. J4 a avaliagdo da sobrevida das
pacientes em relagdo a marcacdo de HER-2 no citoplasma, ndo houve
significancia entre a marcacéo positiva no citoplasma e sobrevidas cancer

especifica e livre de doenca (Figura 21). A associacdo deste tipo de
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marcacado com a presenca de metastases linfonodais esta representada na

Tabela 20.

Tabela 18 - Imunoistoquimica para HER-2 em relacdo as caracteristicas
histopatologicas e dados clinicos das pacientes.

HER-2
Escore na membrana
n (%)
Variaveis Categoria 0 1+ 2+ 3+ Total P
CEC1 42(36) 1(33) 1(50) 0 44
CEC?2 51 (43) 2 (66) 0 0 52
CEC3 10 (8) 0 0 1 (50) 11
Ca basaloide 12 (10) 0 1(50) 1(50) 9
Ca verrucoso 2(2) 0 0 0 2
Diagndstico Ca sarcomatobide 1(1) 0 0 0 1 N.A
Derme superficial 12 (10) 1 (33) 0 1 (50) 14
Derme profunda 92 (79) 2(66) 1(50) 1 (50) 96
Profundidade da invaséo Subcuténeo 12 (10) 0 1 (50) 0 13  N.A
Leve (1+) 29 (25) 0 2(100) 1(50) 32
Moderado (2+) 73 (63) 2(66) 0 1 (50) 76
Infiltrado inflamatorio Intenso (3+) 13(11) 1(33) 0 0 14 N.A.
N&o 97 (87) 3(100) 1(50) 1(50) 102
Invas&o Vascular Sim 15 (13) 0 1(50) 1(50) 17 N.A
N&o 99(89) 2(100) 1(50) 2(100) 104
Invasdo Perineural Sim 12 (11) 0 1 (50) 0 13 N.A
Nao 41 (64) 2 (100) 0 0 43
Metastase linfonodal Sim 23 (36) 0 0 0 23  N.A.
N&o 73(63) 3(100) 2(100) 2(100) 80
LesOes associadas Sim 43 (37) 0 0 0 43 N.A.
IA 1(1) 0 0 0 1
B 65(56) 1(33) 1(50) 0 67
Il 6 (6) 1(33) 1(50) 0 8
A 7 (6) 1(33) 0 0 8
B 24 (21) 0 0 0 24
nc 7 (6) 0 0 0 7
Estadiamento FIGO IVA 1(1) 0 0 0 1 N.A.

Legenda:
N.A.: Valor de p ndo avaliavel
*. Perda do dado no prontuario
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Figura 21 - Curvas de sobrevida Cancer Especifica e Livre de Doenca para

o marcador HER-2 no citoplasma.

Tabela 19 - Sobrevida Cancer Especifica e Livre de Doenca em 5 anos para

o marcador HER-2 no citoplasma

SCE SLD
Marcador Categoria N RR P n RR p
Negativo 101 1.00 92 1.00
) o 0.15 0.24
HER-2 citoplasma Positivo 23 1.89 20 1.67

Legenda:
RR: Risco Relativo
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B EGFR

A avaliacdo dos niveis protéicos de EGFR na membrana por
imunoistoquimica (Figura 22) demonstrou hiperexpressao deste receptor em
um numero pequeno de amostras, de modo semelhante ao obtido na analise
de HER-2. Foi observado escore 0 em 57,55% dos casos, 1+ em 19,42%, 2+

em 10,07% e 3+ em 3,60%, como demonstrado na Tabela 20.

Tabela 20 - Imunoexpressao de membrana para EGFR em carcinomas de
Vulva.

EGFR
Marcacdo de membrana (escore) N %
0 80 57,55
1+ 27 19,42
2+ 14 10,07
3+ 5 3,60
N&o avaliaveis 13 9,35

As associacBes entre as andlises imunoistoquimicas e principais
caracteristicas anatomo-patoldgicas dos tumores estéo ilustradas na Tabela
21. Grande parte dos tumores, independentemente da marcacao positiva ou
negativa para EGFR, foram classificados como tumores de baixo grau
(CEC1, carcinoma verrucoso ou CEC2), infiltraram a derme superficial ou a
derme, apresentaram infiltrado inflamatério moderado (2+), né&o
apresentaram invasdo vascular, perineural, metastase linfonodal ou lesbes
associadas. Nenhuma das associacOes realizadas foi estatisticamente
significante. Ja em relacéo ao estadiamento FIGO, grande parte dos tumores

negativos para EGFR na membrana (escores 0 ou 1+) foram classificados
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como FIGO | ou Il (66%), enquanto a maior parte dos tumores EGFR
positivos (escores 2+ ou 3+) foram FIGO IIl ou IV (56%), com nivel de
significancia estatistico marginal, p=0,08.

Em relacdo as sobrevidas, tanto a sobrevida cancer especifica quanto
a livre de doenca ndo foram estatisticamente significativas para este
marcador (Figura 23). E importante ressaltar que, devido ao pequeno
namero de casos com escore 3+, a analise de sobrevidas contemplou

apenas os escores 0, 1+ e 2+ (Tabela 22).

A .., O, ,.|' ! .: B

Legenda: A: Imunoistoquimica negativa (escore 0); B: Imunoistoquimica negativa (escore

1+); C: Imunoistoquimica escore 2+; D: Imunoistoquimica positiva (escore 3+)
Figura 22 - Imunoistoquimica de EGFR em carcinomas de vulva: avaliacdo
de marcacao de membrana (Aumento de 40x)
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Tabela 21 - Avaliacdo das caracteristicas histopatolégicas e dados clinicos

das pacientes em relagcdo a imunoistoquimica para EGFR

EGFR
Marca¢cdo membrana
Negativa * Positiva ”
Variaveis Categoria n (%) n (%) Total p

CEC 1 ou verrucoso 37 (35) 7 (37) 44

CEC 2 47 (44) 9 (47) 56
Diagndstico CEC 3 ou basaldide 23 (21) 3 (16) 20 0.99

Profundidade da invaséo Derme superficial ou derme 64 (61) 12 (63) 76
Derme profunda ou subcutéaneo 41 (39) 7 (37) 48 0.86

Infiltrado inflamat6rio Leve (1+) 29 (28) 3(16) 32

Moderado (2+) 65 (63) 12 (63) 77
Intenso (3+) 10 (10) 4 (21) 14 0.25

Invasdo Vascular Nao 86 (85) 17 (89) 103
Sim 15 (15) 2 (11) 17 0.89

Invaséo Perineural N&o 86 (87) 19 (100) 105
Sim 13 (13) 0 13 0.20

Metastase linfonodal Nao 36 (65) 8 (62) 44
Sim 19 (35) 5 (38) 24 0.95

Lesbes Associadas N&o 71 (71) 13 (76) 84
Sim 29 (29) 4 (24) 33 0.86

Estadiamento FIGO loull 69 (66) 8 (44) 77
1l ou IV 35 (34) 10 (56) 45  0.08

Legenda:

a. Negativo: escores 0 e 1+ de membrana
b. Positivo: escores 2+, 3+
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Figura 23 - Curvas de sobrevida Cancer Especifica e Livre de Doenca para

o marcador EGFR

Tabela 22 - Sobrevida Cancer Especifica e Livre de Doenca em 5 anos para

o marcador EGFR

Sobrevida SCE SLD
em5
anos Escore N RR p n RR p
0 79 1.00 72 1.00
1 27 0.55 0.34 24 0.57 0.35
EGFR 2 14 0.74 13 1.15
Legenda:

RR: Risco Relativo
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C c-KIT

Positividade da proteina c-KIT foi observada através da
imunoistoquimica na membrana das ceélulas e/ou no citoplasma em 70,5%
dos casos (Tabela 23). A positividade e negatividade desta proteina estédo
ilustradas na Figura 24 e as associa¢cOes da expressao protéica e achados
anatomo-patoldgicos dos tumores estao relacionados na Tabela 24.

Dentre as associacdes da expressao protéica de c-KIT e as variaveis
histopatolégicas e dados clinicos das pacientes, ndo foram observados
resultados estatisticamente significantes. De modo independente da
marcacdo positiva ou negativa do tumor, a maior parte dos casos foi
classificada como CEC2, com invasdo da derme superficial ou derme
intermediaria, inflamatério moderado e auséncia de invasdo vascular ou
perineural. Com nivel de significancia marginal (p=0,09), 68% dos tumores c-
KIT (+) ndo apresentaram nenhum tipo de lesdo associada ao tumor
(carcinoma in situ, VINs, acantose vulvar ou liguen escleroso).

Ainda que ndo tenha havido grau de significancia estatisticamente
significativo (p=0,08), foi observada tendéncia de melhor sobrevida céancer
especifica em 5 anos para as pacientes cujos tumores expressavam c-KIT
(sobrevida de 71%), comparado com aquelas com expressao negativa do

receptor (sobrevida de 48%) (Figura 25).
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Tabela 23 - Imunoexpressao da proteina c-KIT em carcinomas de vulva

c-KIT
Marcagédo de membrana e/ou
citoplasma n %
Negativa 34 24,46
Positiva 98 70,50
Nao avaliaveis 7 5,04

Legenda: A e B: Imunoistoquimica negativa para c-KIT; C: Imunoistoquimica positiva para

¢c-KIT na membrana e D: imunoistoquimica positiva na membrana e citoplasma.

Figura 24 - Imunoistoquimica para c-KIT em carcinomas de vulva: avaliagdo
de imunorreatividade na membrana e/ou citoplasma (Aumento de 40x).
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Tabela 24 - Avaliacdo das caracteristicas histopatolégicas e dados clinicos
das pacientes em relacdo a imunoistoquimica para c-KIT

c-KIT
Marcacéo Total p
Negativo®  Positivo”
Variaveis Categoria n (%) n (%)

CEC 1 ou verrucoso 12 (36) 34 (37) 46
CEC?2 17 (52) 42 (45) 59

Diagndstico CEC 3 ou bhasaléide 4(12) 17 (18) 21 0.68

Profundidade da Derme superficial ou derme 20 (61) 59 (61) 79 0.98
invas&o Derme profunda ou subcutaneo 13 (39) 38 (39) 51

Infiltrado inflamatério Leve (1+) 13 (39) 23 (24) 36 0.10
Moderado (2+) 19 (58) 60 (63) 79
Intenso (3+) 1(3) 13 (14) 14

Invaséo Vascular N&o 28 (82) 80(87) 108 0.71
Sim 6 (18) 12 (13) 18

Invasao Perineural N&o 29 (85) 82(91) 111 0.54
Sim 5 (15) 8(9) 13

Metastase linfonodal N&o 9 (47) 35 (69) 44 0.10
Sim 10 (53) 16 (31) 26

Lesdes Associadas N&o 26 (84) 62 (68) 88 0.09
Sim 5 (16) 29 (32) 34

Estadiamento FIGO loull 19 (59) 61 (64) 80 0.62
[l ou IV 13 (41) 34 (36) 47

Legenda:
a. Negativo: auséncia de marcacao
b. Positivo: marcacdo de membrana e/ou citoplasma
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Figura 25 - Curvas de sobrevida Cancer Especifica e Livre de Doenca para

0 marcador c-KIT

Tabela 25 - Sobrevida Cancer Especifica e Livre de Doenca em 5 anos para

0 marcador c-KIT

Sobrevida SCE SLD
em 5 anos Escore RR P n RR P
c-KIT Negativo 1.00 0.08 28 1.00 013
em 5 anos Positivo 0.57 90 0.60
Legenda:

RR: Risco Relativo
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D c-MYC

Positividade da proteina c-MYC no citoplasma foi observada em mais
da metade das amostras, 0 equivalente a 59,71% e em 18,71% no nucleo
(Tabela 26). Oito casos demonstraram marcacao exclusivamente nuclear. A
positividade e negatividade desta proteina nos diferentes compartimentos

celulares estéo ilustradas na Figura 26.

Tabela 26 - Imunoexpressao da proteina c-MYC em carcinomas de vulva.

c-MYC
Marcacédo Citoplasma Nucleo
n % N %
Positivo 83 59,71 26 18,71
Negativo 45 32,37 102 73,38
Nao avaliaveis 11 7,91 11 7,91

A imunoexpressao citoplasmatica desta proteina em relacdo as
caracteristicas histopatoldgicas e clinicas demonstrou, na maioria dos casos,
tanto para tumores positivos quanto negativos para c-MYC, infiltrado
inflamatoério moderado (2+) e auséncia de invasdo vascular, perineural,
metdstases ou lesBes associadas (presenca de carcinoma in situ, VINs
(usuais ou diferenciadas), acantose vulvar e liquen escleroso) - Tabela 27.
Um resultado estatisticamente significativo foi observado em relagdo a
profundidade de invasao, no qual 75% dos tumores negativos para c-MYC
infiltraram a derme superficial ou intermediaria, ao passo que, dentre os 51
casos em que observou-se infiltracdo da derme profunda, 42 eram positivos

para c-MYC (p=0,03).
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As expressdes citoplasmatica e nuclear de c¢-MYC foram
correlacionadas com a sobrevida das pacientes e estdo dispostas nas
Figuras 27-28 e Tabelas 28-29, ndo mostrando resultados estatisticamente

significantes.

Legenda: A: Imunoistoquimica negativa para c-MYC; B: Imunoistoquimica positiva para a

marcacgdo nuclear de c-MYC; C: Imunoistoquimica positiva para c-MYC no citoplasma; D:
Imunoistoquimica positiva para c-MYC no citoplasma, acompanhada de marcacgao nuclear.

Figura 26 - Imunoistoquimica para c-MYC nuclear e citoplasmatico em
carcinomas de vulva (Aumento de 40x).
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Tabela 27 - Imunoistoquimica para c-MYC no citoplasma em relacdo as
caracteristicas histopatologicas e dados clinicos das pacientes

c-MYC
Marcacéao Total P
Negativo® Positivo®
Variaveis Categoria n (%) n (%)
CEC 1/ Carcinoma verrucoso 14 (39) 32(36) 46
CEC 2 13(36) 42 (47) 55
Diagndstico CEC 3/Carcinoma basaldide 9 (25) 16(18) 25 0.494
Derme superficial ou derme 27(75) 48(53) 75
Profundidade da Derme profunda ou
invasao subcutaneo 9 (25) 42 (47) 51 0.03
Leve (1+) 12 (34) 20(22) 32
Moderado (2+) 22(63) 57(63) 79
Infiltrado inflamatério Intenso (3+) 1(3) 13(14) 14 0.11
N&o 32(91) 72(83) 104
Invasdo Vascular Sim 3(9) 15(17) 18 0.35
N&o 32(91) 75(88) 107
Invaséo Perineural Sim 3(99 10(12) 13 0.85
N&o 15(68) 29 (63) 44
Metastase linfonodal Sim 7 (32) 17(37) 24 0.68
N&o 23(66) 61(73) 84
Lesbes Associadas Sim 12(34) 22(27) 34 053
Loull 25(74) 52 (63) 77
Estadiamento FIGO llou IV 9(26) 31(37) 40 0.26

Legenda:

a. Negativo: Auséncia de marcacao
b. Positivo: Marcacéao citoplasmatica e/ou nuclear
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Figura 27 - Curvas de sobrevida Cancer Especifica e Livre de Doenca para

o marcador c-MYC com marcacao citoplasmatica

Tabela 28 - Sobrevida Cancer Especifica e Livre de Doenca em 5 anos para
o marcador c-MYC no citoplasma.

Sobrevida SCE SLD
em 5anos c-MYCcitoplasma N RR P N RR p

Sobrevida
em 5 anos Negativo 45 1.00 40 1.00
0.72 0.16
c-MYC
citoplasma Positivo 82 0.89 74 1.63
Legenda:

RR: Risco Relativo
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Figura 28 - Curvas de sobrevida Cancer Especifica e Livre de Doenca para
o marcador c-MYC com marcacéo citoplasmatica e/ou nuclear

Tabela 29 - Sobrevida Cancer Especifica e Livre de Doenca em 5 anos para
o marcador c-MYC no citoplasma e na relagdo expressao citoplasma/
expressao nucleo

Sobrevida em 5 SCE SLD
anos c-MYC citoplasma/nicleo n RR P n RR p
Sobrevida em 5
anos Negativo C/N 47 1.00 44 1.00
c-MYC
cito/ntcleo Negativo C/positivo N 9 117 097 7 202 045
Positivo N e C 17 1.09 15 1.07
Positivo C/negativo N 65 0.94 58 1.59
Legenda:

RR: Risco Relativo
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E n-MYC

A analise imunoistoquimica para a proteina n-MYC no citoplasma
demonstrou uma grande maioria das amostras pertencentes aos escores 0 e
1+, (30,22% e 40,29%, respectivamente), como demonstrado na Tabela 30.
Os diferentes escores de marcacao citoplasmatica obtidos estéo ilustrados
na Figura 29.

A avaliacdo das caracteristicas histopatolégicas e dados clinicos das
pacientes em relacdo a imunoistoquimica para qualquer marcacdo de n-
MYC (escores 1+,2+ e 3+), de modo semelhante a outros marcadores
analisados, ndo foi estatisticamente significante. A infiltracdo da derme
superficial ou derme, presenca de infiltrado inflamatério moderado (2+),
auséncia de invasao vascular, perineural, metastase linfonodal ou doencas
associadas, além da classificacdo em estadiamentos FIGO | ou Il, foram
comuns a mais da metade dos tumores (Tabela 31).

As sobrevidas cancer especifica e livre de recorréncia para este

marcador estéo ilustradas na Figura 30 e Tabela 32.

Tabela 30 - Imunoexpressao da proteina n-MYC em carcinomas de vulva.

n-MYC
Escore de marcacgéo no N %
citoplasma
0 42 30,22
1+ 56 40,29
2+ 20 14,39
3+ 6 4,32

Nao avaliaveis 15 10,79
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Legenda: A: Imunoistoquimica escore 0; B: Imunoistoquimica escore 1+; C:
Imunoistoquimica escore 2+; D: Imunoistoguimica escore 3+

Figura 29 - Imunoistoquimica para n-MYC considerando a marcacao
citoplasmatica da proteina em carcinomas de vulva (Aumento de 40x).
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Tabela 31 - Avaliacdo das caracteristicas histopatolégicas e dados clinicos
das pacientes em relacdo a imunoistoquimica para n-MYC

n-MYC
Marcacéao Total p
Negativo® Positivo®
Variaveis Categoria n (%) n (%)

CEC 1/ Carcinoma verrucoso 15 (36) 28 (35) 43
CEC 2 15(36) 39(49) 54

Diagnéstico CEC 3/Carcinoma basalbide 12 (29) 13 (16) 25 0.21
Derme superficial ou derme 24 (57) 51 (64) 75

Profundidade da invasdo  Derme profunda ou subcutaneo 18 (43) 29(36) 47 0.48
Leve (1+) 15(36) 17 (22) 32
Moderado (2+) 24 (57) 51(65) 75

Infiltrado inflamatério Intenso (3+) 3(7) 11(14) 14 0.18
Néo 33(83) 69(88) 102

Invasdo Vascular Sim 7 (18) 9 (12) 16 0.37
N&o 34(87) 70(91) 104

Invas&o Perineural Sim 5 (13) 7 (9) 12 0.76
Néo 18 (69) 28 (65) 46

Metastase linfonodal Sim 8 (31) 15(35) 23 0.73
Néao 24 (63) 59(76) 83

Lesdes Associadas Sim 14 (37) 19 (24) 33 0.16
loull 28 (70) 48 (60) 76

Estadiamento FIGO lllou IV 12(30) 32(40) 44 0.28

Legenda:
a. Negativo: Auséncia de marcacao
b. Positivo: Qualquer marcacgédo no citoplasma
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Figura 30 - Curvas de sobrevida Cancer Especifica e Livre de Doenca para

0 marcador n-MYC

Tabela 32 - Sobrevida Cancer Especifica e Livre de Doengca em 5 anos para
o marcador n-MYC

SCE SLD
Sobrevida em 5 anos Escore n RR P N RR p
0 42  1.00 38 1.00
n-MYC 1+ 55 1.05 50 0.90
0.79 0.87
em 5 anos 2+ 20 0.99 19 0.75
3+ 6 0.38 6 0.61

Legenda:
RR: Risco Relativo
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F NDRG-1

A reacao imunoistoquimica de NDRG-1 mostrou marcacéao forte 3+ no
citoplasma e/ou membrana em 60,43% dos casos e escore 2+ em 20,86%
dos casos. Apenas um caso mostrou marcacao escore 0 e dois casos 1+.
Os diferentes escores estdo ilustrados na Figura 31. Marcacdo nuclear,
homogénea ou heterogénea, foi presente em 53,96% das amostras (Tabela
33), sendo que a maior parte das amostras com escores de
citoplasma/membrana 2+ ou 3+ tiveram marcacdo nuclear heterogénea

(Tabela 34).

Tabela 33 - Imunoexpressao da proteina NDRG-1 em carcinomas de vulva.

NDRG-1
Citoplasma/Membrana Nucleo
n % N %
0 1 0,72 Negativo 41 29,50
1+ 2 1,44
2+ 29 20,86 Positivo 75 53,96
3+ 84 60,43

Nao avaliavel 23 16,55 23 16,55
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Tabela 34 - Imunoexpressao da proteina NDRG-1 no citoplasma vs nucleo

Expressdo NDRG-1 citoplasma/membrana vs nicleo

NDRG-1 nucleo

NDRG-1 citoplasma/membrana n (%)
N(-) N(+) N () Total

0 1(100) 0 0 1

1+ 1(50) 0 1(50) 2

2+ 12(41) 2(7) 15(52) 29

3+ 27(32) 5(6) 52(62) 84
Total 41(35) 7(6) 68(59) 116

Legenda:

N(-): Auséncia de marcag&o nuclear

N(+): Marcagéo nuclear homogénea na amostra

N(+)(-): Marcagéo nuclear heterogénea na amostra

Em relacdo as caracteristicas histopatolégicas e dados clinicos,

qgquando relacionadas com a expressdo de NDRG-1, mostraram um
agrupamento da maioria das caracteristicas no grupo das amostras 3+, visto
gue foi 0 grupo que mais representou a casuistica quanto a este marcador.
Por este motivo, ndo foi possivel a obtencdo de um valor de p para este
marcador em relacdo as caracteristicas avaliadas. Entretanto, em uma
analise descritiva, dentre as variaveis levantadas e descritas na Tabela 35,
as que mais chamam a atencgéo séo: dentre os 15 casos que apresentaram
invasdo vascular, 13 eram escore 3+ para NDRG-1. Ja entre os casos com
invasao perineural, todos eram NDRG-1 3+, representando 15% dos
tumores com este escore. Dentre o0s estadiamentos clinicos mais
avancados, observou-se que a maior parte dos tumores tinha expresséo 3+
de NDRG-1. As curvas de Sobrevida Cancer Especifica e Sobrevida Livre de
Doencga para NDRG-1 citoplasmatico e nuclear estdo nas Figuras 32 e 33,

respectivamente, ndo demonstrando significancia estatistica.
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Tabela 35 - Avaliacdo das caracteristicas histopatolégicas e dados clinicos
das pacientes em relacdo a imunoistoquimica para o marcador NDRG-1 no
citoplasma/membrana

NDRG-1 (citoplasma/membrana)

NDRG1
n(%)
Variaveis Categoria 0 1+ 2+ 3+ Total
CEC1 0 0 10(37) 28(36) 38
CEC2 0 2(100) 10(37) 36(46) 48
CEC3 1 (100) 0 2(7) 8 (10) 11
Ca basald6ide 0 0 4 (15) 4 (5) 8
Ca verrucoso 0 0 0 2(3) 2
Diagnadstico Ca sarcomatéide 0 0 1(4) 0 1
Derme superficial 0 0 4 (15) 11(13) 15

Derme profunda 1 (100) 2(100) 21(78) 61(73) 85

Profundidade da invaséo Subcutaneo 0 0 2(7) 11(13) 13 N.A.
Leve (1+) 1 (100) 0 6(22) 2222 29
Moderado (2+) 0 1 (50) 18 (67) 51(67) 70

Infiltrado inflamatério Intenso (3+) 0 1 (50) 3(11) 9 (11) 13 N.A
Nao 0 2(100) 27(96) 65(83) 94

Invas&o Vascular Sim 1 (100) 0 1(4) 13(17) 15 N.A.
Nao 1(1) 1(100) 27(100) 66(85) 95

Invasé&o Perineural Sim 0 0 0 12 (15) 12 N.A.
Nao 0 2(100) 10(62) 30(67) 42

Metastase linfonodal Sim 1 (100) 0 6 (38) 15(33) 22 N.A.
Nao 1(100) 1(50) 19(66) 52(62) 73

Lesdes Associadas Sim 0 1(50) 10(34) 32(38) 43 N.A.
1A 0 0 0 1(1) 1
IB 0 2(100) 15(58) 45(56) 62
I 0 0 1(4) 6 (8) 7
A 0 0 2 (8) 6 (8) 8
B 0 0 8(31) 14(18) 22
nc 1 (100) 0 0 709 8

Estadiamento FIGO IVA 0 0 0 1(1) 1 N.A.

Legenda:
N.A.: Valor de p ndo avaliavel



111

—_—

ot
et

T

<.

%3
’

%

B o 4 -

Legenda: A: Imunoistoquimica escore 0; B: Imunoistoquimica escore 1+; C: escore 2+; D:
escore 3+ com marcacdo homogénea de membrana e citoplasma a esquerda e apenas
citoplasmatica a direita, sem marcacdo nuclear; E: Imunoistoquimica escore 3+
citoplasmatica com marcagdo nuclear homogénea; F: Imunoistoquimica escore 3+ com
marcacao heterogénea de nucleo (positividade nuclear a esquerda e nulcleos negativos,
azuis, a direita).

Figura 31 - Imunoistoquimica para NDRG1 em carcinomas de vulva

(Aumento de 40x).
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Figura 32 - Curvas de sobrevida Cancer Especifica e Livre de Doenca para
o marcador NDRG-1 no citoplasma/membrana

Tabela 36 - Sobrevida Cancer Especifica e Livre de Doengca em 5 anos para
o marcador NDRG-1 no citoplasma/membrana

SCE SLD
Sobrevidaem 5 anos  Escore® n RR P n RR p
NDRG1
citoplasma/membrana 2+ 28 1.00 0.17 27 1.00 0.4
3+ 83 1.77 77 1.35

RR: Risco Relativo
a Analise estatistica realizada considerando-se os escores 2+ e 3+

(negrito).
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Figura 33 - Curvas de sobrevida Cancer Especifica e Livre de Doenca para

o marcador NDRG-1 com marcacao nuclear.

Tabela 37 - Sobrevida Cancer Especifica e Livre de Doengca em 5 anos para
o marcador NDRG-1 nuclear.

Sobrevidaem 5 SCE SLD
anos Categoria n RR P N RR P
Sobrevidaem 5
anos Negativo 40 1.00 0.99 40 1.00 0.39
NDRG-1 nuclear Positivo 74 1.72 67 1.70
Legenda:

RR: Risco Relativo
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54 FISH

541 HER-2

Andlises de FISH para HER-2 (Figura 34) demonstraram 96,84% dos
casos sem alteracdes génicas. Amplificacdo foi observada em 2 casos
(2,11%) e polissomia em 1 caso, o equivalente a 1,05%. (Tabela 38). Em
todos os tumores nos quais foi observada amplificacdo de HER-2 ocorreu
também marcacéo imunoistoquimica intensa escore 3+, demonstrando uma
correlacdo de 100% entre a 1lIQ e o FISH para HER-2. Dentre os 139 casos,
44 foram ndo avaliaveis pelo FISH, pela auséncia de sinais fluorescentes

nestas amostras ou perda do spot correspondente.

Tabela 38 - FISH para os genes HER-2/CEP17 em carcinomas de vulva.

HER-2
N %
Sem alteracéo 92 96,84
Com alteracao 3
Amplificacé@o 2 2,11
Polissomia 1 1,05

Total 95
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- Regiio
Centromerica
I— HEER.2

Legenda: A e B: FISH para HER-2/CEP17. Sinais em vermelho indicam o gene HER-2 e
sinais verdes a regido centromérica do cromossomo 17 (CEP17). A e B: nenhuma alteracéo
observada; C e D: amplificagdo de HER-2

Figura 34 - Hibridacdo in situ fluorescente (FISH) para HER-2 em

carcinomas de vulva.
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5.4.2 EGFR

A andlise de FISH para o gene EGFR, ilustrada na Figura 35
demonstrou, em 93,59% dos casos, auséncia de amplificacdes génicas. Em
5 casos foi detectada amplificacdo, o equivalente a 6,41% das amostras,
como mostrado na Tabela 39. Uma correlacdo de 100% entre os resultados
da imunoistoquimica e do FISH foi obtida para o EGFR: os 5 tumores com
marcacao intensa 3+ da proteina EGFR apresentaram amplificacdo do gene.

Sessenta e um casos foram ndo avaliaveis pelo FISH.

Tabela 39 - FISH para os genes EGFR/CEP7 em carcinomas de vulva.

EGFR
n %
Sem alteracdo 73 93,59
Com alteracéo 5 6,41
Amplificacéo 5 6,41

Total 78
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o Regido

Centromeérica

— EGFR

Legenda: A: FISH para EGFR/CEP7. Sinais em verde indicam o gene EGFR e sinais
alaranjados a regido centromérica do cromossomo 7 (CEP7). B: Trissomia do gene EGFR;
C e D: amplificacéo.

Figura 35 - Hibridacdo in situ fluorescente (FISH) para EGFR em

carcinomas de vulva.
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5.4.3 c-MYC

Alteracbes génicas em c-MYC foram observadas em 69,86% das
amostras (Tabela 40). Dentre estas alteracdes, 49,02% foram amplificacdes,
49.02% alteracbes numéricas e em um caso houve translocacéo do gene c-
MYC com o gene da IgH - t(8;14), sendo que neste caso também houve a
presenca de amplificagdo, como mostra a Figura 36. Em 66 casos nao foi
realizada avaliacdo pelo FISH por perda do spot ou auséncia de sinais
fluorescentes.

Na comparacdo dos resultados de expressao génica pelo FISH versus
protéica pela 11Q, observou-se que em 81% dos casos sem alteracdes
génicas, ndo houve expressao protéica, ao passo que dentre 0s casos em
que foram observadas alteracbes no gene, apenas 18% dos casos foram

positivos na IIQ (Tabela 41).

Tabela 40 - FISH para o gene c-MYC em carcinomas de vulva

c-MYC
N %
Sem alteracéo 22 30,14
Com alteracéo o1 69,86
Amplificaco 25 49,02
Alterag@o numerica 25 49,02
Translocagéo+amplificagao 1 1,96

Total 73




Tabela 41 - Comparacao FISH vs Imunoistoquimica para o gene c-MYC

c-MYC FISH
n(%)
c-MYCIIQ Sem alteragbes Com alteracdes Total
Negativo 17 (81) 40 (82) 57
Positivo 4 (19) 9 (18) 13
Total 21 49 70
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Centromérica

- IeH — MY

Legenda: Em amarelo, observa-se o gene c-MYC e em verde, observa-se o gene da IgH.
A: FISH negativo para n-MYC (Sem alterac¢des); B: Amplificacdo de c-MYC; C: Amplificacao

e translocacdo de c-MYC/IgH t(8;14) (setas brancas).

Figura 36 - Hibridacao in situ fluorescente (FISH) para c-MYC em arcinomas

de vulva
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5.4.4 n-MYC

Mais da metade dos tumores (68,85%) ndo demonstrou alteracao
génica em n-MYC, ao passo que 31,14% apresentaram algum tipo de
alteracdo, sendo a mais frequente as alteracdes numeéricas (84,21% dos
tumores com alteracBes) e amplificacbes em 15,79%. Setenta e oito casos
ndo puderam ser avaliados pela técnica de FISH (perda do spot ou auséncia
dos sinais fluorescentes). Estes dados estdo mostrados na Tabela 42 e a
hibridacdo da sonda esté ilustrada na Figura 37.

A comparacdo dos resultados de imunoistoquimica versus FISH
mostrou que, dentre os casos sem alteracdes génicas de n-MYC, 54% néo
mostraram expressao protéica, ao passo que dentre os casos onde foram
observadas alteracdes génicas, 78% foram positivos para a proteina (Tabela
43). A comparacao das duas técnicas foi possivel em 57 amostras ja que,
dentre os 61 casos com resultados para o FISH, em 4 houve a perda do spot

na imunoistoquimica.

Tabela 42 - FISH para o gene n-MYC em carcinomas de vulva.

n-MYC
n(%)
N %
Sem alteracéo 42 68,85
Com alteracéo 19 31,15
Amplificaco 3 15,79
Alteracéo numeérica 16 84,21

Total 61




Tabela 43 - Comparacao FISH vs Imunoistoquimica para o gene n-MYC

n-MYC FISH
n(%)
n-MYC IIQ Sem alteragbes Com alteracdes Total
Negativo 21 (54) 4 (22) 25
Positivo 18 (46) 14 (78) 32
Total 39 18 57

— n-MYC
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Legenda: O gene n-MYC esta marcado em laranja. Esta sonda ndo apresenta marcacgao
centromérica. A e B: FISH negativo para n-MYC (sem altera¢des); C:

Amplificacdo do gene n-MYC: clusters do gene indicados nas setas brancas.
Figura 37 - Hibridacdo in situ fluorescente (FISH) para n-MYC em

carcinomas de vulva.
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5.5 GENOTIPAGEM DE HPV

A genotipagem de HPV foi realizada em 105 casos e 0s principais
achados estéo ilustrados na Tabela 44. Foi detectada positividade para o
virus em 39,81% das amostras, sendo que, dentre os tipos infectantes mais
comuns estavam o HPV 16 (34,62%), seguido do HPV 33 (23,08%). Quase
81% das pacientes apresentavam somente um tipo infectante de HPV. No
entanto, infecgdo concomitante de dois tipos virais diferentes foi observada

em 7,32% dos tumores e de trés tipos virais em 12,20% (Tabela 45).

Tabela 44 - Genotipagem de HPVs em carcinomas de vulva e tipos
infectantes.

Resultados
Genotipagem HPV N %
Negativo 62 60,19
Positivo 43 39,81
Tipos Infectantes
HPV 16 18 34,62
HPV 18 4 7,69
HPV 33 12 23,08
HPV 35 3 5,77
HPV 42 1 1,92
HPV 45 1 1,92
HPV 53 4 7,69
HPV 54 2 3,85
HPV 67 2 3,85
HPV 69 1 1,92
HPV 71 2 3,85
HPV 82 1 1,92
HPV 84 1 1,92
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Tabela 45 - Distingdo entre quantidade de tipos de HPVs infectantes em
carcinomas de vulva.

Genotipagem HPV n %
1 tipo infectante 33 80,49
2 tipos infectantes 7,82

Subtipo
16+33 2 66,66
42+54 1 33,33
3 tipos infectantes > 12,20
Subtipo
16+33+84 1 20
18+33+35 1 20
33+18+16 1 20
33+31+82 1 20
33+35+16 1 20

A distribuicdo dos dados epidemioldgicos das pacientes do estudo em
relacdo aos tipos de HPVs infectantes mostrou uma média de idade menor
das pacientes HPV positivas (66,3 anos) em relacdo as HPV negativas (72,6
anos), sendo que no primeiro grupo, a idade minima foi de 15 anos,
enquanto no segundo foi de 48 anos. Além disso, mulheres HPV positivas
apresentaram médias de idade de coitarca menores do que as mulheres
HPV negativo (19,9 do primeiro grupo com idade minima de 11 anos versus
21,9 do segundo). Dentre as pacientes que relataram nenhum ou um
parceiro durante a vida, a maior parte ndo estava infectada pelo virus. Em
relacdo ao estado civil, 54% das mulheres sem HPV eram casadas, ao
passo que 56% das mulheres com HPV eram solteiras. Outros dados como

menopausa, etilismo e tabagismo estdo disponiveis na Tabela 46. A
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variacdo do n amostral entre as diferentes variaveis se deve a falta de dados

disponiveis nos prontuarios.

Tabela 46 - Distribuicdo dos dados epidemiolégicos das pacientes em
relacéo aos tipos de HPVs infectantes em carcinomas de vulva.

HPV vs Dados epidemioldgicos

HPV
Variaveis Categoria Negativo Positivo Total P
N 45 40
72.6 66.3
média (desvio padréo) (10.5) (14.7)
Idade ao Mediana 72.3 69
diagnéstico minimo — maximo 48 - 99 15-90 - -
N 33 32
média (desvio padrdo) 49.8 (6.1) 50.5 (4.5)
Mediana 51 50
Menopausa minimo - maximo 38-64 39-60 - -
N 17 11
média (desvio padrdo) 19.9 (3.7) 21.9(8.1)
Mediana 21 20
Coitarca minimo - maximo 15 - 26 nov/43 - -
n (%)
Nenhum 2(67) 1(33) 3
1 18(58) 13(42) 31
NGmero de 2 1(100) 0 1
parceiros 4 1(50) 1(50) 2 -
Branca 38 (50) 38 (50) 76
Raca N&o branca 9 (75) 3 (25) 12 N.A.
N&o 42 (53) 37(47) 79
Etilismo Sim, no passado 0 (00) 1(1.00) 1 N.A.
Nao 37 (55) 30 (45) 67
Sim, atualmente 1(14) 6 (86) 7
Tabagismo Sim, no passado 5(71) 2 (29) 7 N.A.
Casadas/vilva/separadas 32 (54) 18 (44) 50
Estado Civil Solteiras 27 (46) 23 (56) 50 0.30
Analfabeto ou 1° grau 40 (75) 30 (77) 70
Escolaridade 2° grau ou mais 13 (25) 9 (23) 22 0.87

Legenda:
N.A.: Valor de p ndo avaliavel
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Em relacédo ao diagndstico histoldgico, a positividade para o HPV se
deu, principalmente, dentre os casos classificados como CEC2 (42%).
Entretanto, dentre os 18 casos de tipo histologico basaldide, 13 eram HPV
positivo (p=0,01). Todas estas caracteristicas estao ilustradas na Tabela 47.
Curvas de sobrevida para a presenca de HPV dentre as amostras estédo
ilustradas na Figura 38, as quais ndo demonstraram valor de significancia

estatistica em relacdo a presenca ou auséncia do virus.

Tabela 47 - Distribuicdo das varidveis anatomo-patoldgicas e clinicas em
relacédo aos tipos de HPVs infectantes em carcinomas de vulva.

HPV vs Variaveis anatomo-patolégicas e clinicas

HPV
n(%o)
Variaveis Categoria Negativo Positivo Total P
CEC 1/Carcinoma verrucoso 24 (40) 12(28) 36
CEC2 31(52) 18(42) 49 001
Diagndstico histolégico CEC3/Carcinoma basaléide 5 (8) 13(30) 18

Derme superficial ou derme 31(52) 26(62) 57
Profundidade dainvasdo Derme profunda ou subcutaneo 29(48) 16 (38) 45 0.30

Leve (1+) 17(29) 11(26) 28 0.91

Moderado (2+) 36(61) 28(65) 64

Infiltrado inflamatorio Intenso (3+) 6 (10) 4 (9) 10
Né&o 48 (80) 34(85) 82 0.52

Invas&o Vascular Sim 12 (20) 6 (15) 18
N&o 49 (84) 36(90) 85 0.42

Invasé&o Perineural Sim 9 (16) 4 (10) 13
Né&o 19(59) 18(69) 37 0.43

Metéstase linfonodal Sim 13 (41) 8 (31) 21
Nao 46(81) 28(68) 74 0.15

Lesbes Associadas Sim 11(19) 1332 24
loull 37(61) 28(67) 65 0.53

Estadiamento FIGO Il ou IV 24 (39) 14(33) 38
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Figura 38 — Curvas de sobrevida Céancer Especifica e Livre de Doenca em 5

anos para a presenca de HPV entre os tumores.

Tabela 48 - Sobrevida Cancer Especifica e Livre de Doengca em 5 anos para
a presenca de HPV entre os tumores

Sobrevida SCE SLD
em 5 anos Categoria n RR P N RR p
HPV Sim 4l 1 026 °f ! 0.69
Nao 47 1.56 43 1.16
Legenda:

RR: Risco Relativo

Finalmente, relacionado a distribuicdo da expressdo dos marcadores

avaliados pelo presente estudo em relagéo a infec¢éo pelo HPV (Tabela 49),

ainda que nédo tenha havido grau de significancia estatistica (p=0,08),
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observou-se que 85% dos tumores HPV positivos eram c-KIT positivos.
Sessenta e seis porcento dos tumores positivos para HPV eram escore 0
para EGFR e escores 1+,2+ ou 3+ para n-MYC. Notou-se uma distribuicéo
semelhante dos casos HPV positivo e negativo em relacdo aos escores 0 e
1+ para HER-2. Esta distibuicdo semelhante entre os grupos também foi
observada nos grupos de escores 2+ e 3+ para NDRG-1 e nas analises de
c-MYC, o que ndo permitiu andlises estatisticas em relacdo a estes

marcadores.

Tabela 49 - Distribuicdo da expressao imunoistoquimica dos oncogenes
avaliados em relacdo a positividade do HPV em carcinomas de vulva.

HPV vs oncogenes

HPV
n (%)
Marcador Categoria Negativo Positivo Total p
Negativo 18 (31) 6 (15) 24
c-KIT Positivo 41(69) 34(85 75 0.08
Escore 0 34(61) 25(66) 59
EGFR Escores 1+,2+,3+ 22(39) 13(34) 35 0.62
Escore 0 22 (41) 13 (34) 35
n-MYC Escores 1+,2+ 3+ 32(59) 25(66) 57 0.53
c-MYC Negativo 11(19) 13(33) 24
Positivo 47(81) 27(68) 74 0.12
HER-2 0 39(53) 35(47) 74
(escore) 1+ 2 (67) 1(33) 3
2+ 2 (100) 0 2
3+ 1 (100) 0 1 N.A.
NDRG-1 0 0 1 (100) 1
(escore) 1+ 0 1 (100) 1
2+ 7 (54) 6 (46) 13
3+ 29(53) 26(47) 55 N.A.

Legenda:
N.A.: Valor de p ndo avaliavel



DISCUSSAO

“Science is built up of facts, as a house is built of stones;
but an accumulation of facts is no more a science
than a heap of stones is a house”.

Henri Poincaré (Science and Hypothesis, 1905)
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6 DISCUSSAO

6.1 ASPECTOS EPIDEMIOLOGICOS DA CASUISTICA DO

ESTUDO

De modo semelhante ao consenso da literatura no que diz respeito a
média de idade das pacientes em relacdo ao aparecimento do carcinoma
vulvar, nossos resultados mostraram que a maior parte das pacientes
possuia idade compreendida entre a sétima e oitava décadas de vida
(BUXANT et al. 2005; DE HULLU e VAN DER ZEE 2006; LANNEAU et al.
2009). Da mesma forma, foi observado em nossa casuistica um aumento da
incidéncia deste tipo de tumor acompanhado pelo aumento da idade das
pacientes, assim como relatado anteriormente por outros autores (JUDSON
et al. 2006).

Apesar da maior parte das pacientes pertencerem ao grupo de
mulheres entre 59 e 80 anos, outras pacientes mais jovens, a partir de 15
anos, também fizeram parte da casuistica. No entanto, pelo pequeno
namero de doentes inclusas neste grupo, ndo houve a possibilidade de se
estabelecer com clareza as vias etiopatogénicas distintas do carcinoma de
vulva descritas na literatura, que aponta que tumores desenvolvidos em
mulheres de idade mais jovem s&o diretamente dependentes da infeccéo
pelo HPV, displasia vulvar e fumo, ao passo que no grupo de mulheres mais

idosas, muta¢gbes em TP53, inflamacdes cronicas, irritacdo e distrofia vulvar
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parecem ser os fatores etiogénicos para o carcinoma de vulva (HORDING et
al. 1994; LANNEAU et al. 2009).

Ao contrario do que ocorre em cancer de mama, no qual pacientes
mais jovens apresentam pior prognoéstico (MAGGARD et al. 2003; KUMAR et
al. 2009), no carcinoma de vulva, mulheres mais velhas apresentam pior
prognostico, provavelmente devido a fatores genéticos, do envelhecimento e
comportamento. Além disso, tumores associados ao HPV, que por sua vez é
considerado um preditor independente de melhor sobrevida, parecem ter
melhor progndstico quando comparados aos que apresentam mutacdes em
TP53, fator etiopatogénico comum no grupo de mulheres acima de 50 anos
(KUMAR et al. 2009). Este aspecto ndo pode ser avaliado no presente
estudo em decorréncia do baixo numero de pacientes com idade abaixo de
50 anos.

Em relacdo a raca das pacientes, nosso estudo mostra resultado
semelhante ao consenso da literatura (SARAIYA et al. 2008; WATSON et al.
2009) e de um estudo prévio realizado em nossa instituicdo (PINTO et al.
1999) de que a maioria das mulheres acometidas por este tumor eram da
raca branca. JaA em relacdo ao nivel educacional das pacientes, o alto
numero de mulheres analfabetas ou com educacéo basica observado parece
refletir no alto nimero de gestacdes (média de 6 gestacdes por mulher) e na
baixa adesdo ao uso de contraceptivos orais (5,5% das pacientes fizeram
uso no passado). E bem sabido que mulheres com menor escolaridade
possuem menor acesso a informagao no que diz respeito ao comportamento

sexual, higiene e doencas sexualmente transmissiveis, na qual o HPV é um
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fator de risco importante para o desenvolvimento do carcinoma vulvar, além
de uma maior dificuldade em acessar os servicos de saude, muitas vezes
nao participando de programas de prevencao em servicos ginecoldgicos.

E importante considerar que, uma vez que a maior parte das
pacientes inclusas na nossa casuistica representava o grupo de mulheres
mais velhas (acima de 70 anos de idade), fatores comportamentais parecem
ser importantes no que diz respeito a presenca de um unico parceiro sexual
durante a vida relatado pela maioria das pacientes, além da baixa aderéncia
a contraceptivos orais, fumo e alcool, caracteristicas tradicionalmente nao
associadas a esta faixa etaria. Cabe ainda ressaltar que o preenchimento
dos prontuarios médicos de modo incompleto ou o fornecimento incorreto da
informacé&o por parte das pacientes acerca dos fatores supracitados pode ter
subestimado o niumero de mulheres que fazem uso de contraceptivos orais,
fumo e alcool.

Finalmente, em relacdo a sobrevida das pacientes, nossos dados
mostram uma sobrevida cancer especifica em 5 anos de cerca de 70%, o
que mostra-se melhor que outros dados disponiveis na literatura, de 50%
(BUXANT et al. 2005). Este dado nos permite inferir que nossa casuistica
pode apresentar tumores de curso mais indolente ja que, em sua maioria,
foram histologicamente classificados como tumores bem diferenciados ou
moderadamente diferenciados, como sera abordado a seguir, além de terem
sido pertencentes, em sua maioria, ao grupo de tumores de estadiamento

menos avangado — IB, predominantemente (58,91% dos tumores avaliados).



132

6.2 ASPECTOS ANATOMO-PATOLOGICOS E CLINICOS DAS

PACIENTES DO ESTUDO

As caracteristicas anatomo-patolégicas investigadas pelo presente
estudo mostraram uma tendéncia de melhor prognéstico dos tumores
avaliados: grande parte das neoplasias pertenceu ao grupo de carcinomas
epidermdides moderadamente diferenciados e bem diferenciados, sendo
gue tumores moderadamente a pouco diferenciados pareceram refletir em
uma pior sobrevida das pacientes em relacdo aos tumores mais bem
diferenciados. De modo semelhante, NICOLETTO et al. (2010) descrevem
gue tumores de grau histoldgico 1 ou 2 predizem melhor sobrevida livre de
doenca.

Em relacdo ao acometimento linfonodal, foi observado algum grau de
acometimento em 28,06% das pacientes, sendo que dentre as mulheres que
apresentaram linfonodos positivos, foram observadas sobrevidas menores
do que entre aquelas sem nenhum acometimento linfonodal. O
acometimento de linfonodos € um dos principais fatores progndsticos do
carcinoma de vulva estando, inclusive, incorporado ao estadiamento de
neoplasias da FIGO (MOORE et al. 2009).

Sdo escassos na literatura trabalhos no que se refere a analise
histopatolégica de carcinomas de vulva, o que inviabiliza a comparagéo de
muitos de nossos achados com os relatados por outros autores. Em nossa
casuistica, apenas uma pequena parcela das pacientes apresentou tumores

com invaséao vascular (15,11%) ou perineural (10,79%). LERMA et al. (1999)
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detectaram uma menor porcentagem de invasdo vascular (4,3%) e maior de
invasdo perineural (21,4%). Entretanto, este estudo contemplou um ndamero
menor de casos, e fatores como a experiéncia do patologista e 0 nimero de
laminas analisadas para cada caso influenciam no resultado anatomo-
patolégico. Finalmente, entre os tumores analisados pelo nosso estudo,
infiltrado inflamatério moderado foi observado em numero maior de casos
(74,36% dos casos) que o estudo previamente citado, em que foi detectado
em 35,3% (PINTO et al. 1999). A densidade do infiltrado parece estar
associada com melhor sobrevida em carcinoma de vulva: pacientes com
infiltracdo plasmolinfocitica moderada a severa parecem apresentar melhor
sobrevida em relacdo as que tiveram infiltrado leve ou nenhum infiltrado.
Entretanto, o papel exato dos fatores imunolégicos envolvidos na resposta
inflamatoéria requer maiores estudos (ANDREASSON et al. 1982;
HOMESLEY et al.1993; PINTO et al. 1999).

No que diz respeito aos sintomas apresentados pelas pacientes, o
mais comumente relatado foi o prurido, como também mostrado por outros
autores (DE HULLU et al. 2006; LANNEAU et al. 2009) e a maior parte das
pacientes apresentaram sintomas por cerca de 6 meses (LANNEAU et al.
2009), sendo que houve pacientes que apresentaram sintomas por até 10
anos, o que reflete a falta de informagéo e a dificuldade de acesso aos
servicos de saude como resultado dos fatores abordados anteriormente.
Deste modo, como proposto por JOURA et al. (2000), o aumento da
incidéncia da neoplasia vulvar, principalmente em mulheres jovens, torna

aumentada a demanda por cuidados em relacdo a sintomatologia destas
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pacientes. Muitas mulheres com cancer invasivo possuem um longo historico
de sintomas vulvares e passam por investigacdo e tratamento inadequados
das lesdes precursoras. Desta forma, o exame cuidadoso da vulva, bem
como 0 encorajamento ao auto-exame podem facilitar a deteccdo precoce
ndo somente dos carcinomas invasivos, como também das lesbes
precursoras, permitindo aumento das taxas de sobrevida das pacientes, bem
como um manejo mais conservador desta neoplasia, permitindo preservacéao
anatbmica e da funcao sexual das pacientes.

De modo semelhante ao observado por outros autores, grande parte
das pacientes do nosso estudo apresentou a doenca em estadios precoces,
principalmente FIGO IB (SCHEISTR@EN et al. 2002; DE HULLU et al. 2006;
LANNEAU et al. 2009). Este achado é consistente com o fato de que o
carcinoma vulvar possui crescimento lento e tende a permanecer localizado
por um grande periodo de tempo (MAGGINO et al. 2000; SCHEISTRZEN et
al. 2002). Curvas de sobrevida de Kaplan-Meier mostraram, dentre a nossa
casuistica, uma diminuicdo da sobrevida global das pacientes quanto maior
o estadiamento do tumor, 0 que aponta na mesma diregcdo da propria
classificacdo de estadio da FIGO.

O fato de o presente estudo contemplar uma série histérica de
pacientes parece se refletir no tratamento de escolha do tratamento cirargico
para a maioria das pacientes: vulvectomia radical tripla-incisdo foi realizada
em 57,27% das pacientes, ja que era o tratamento de escolha do presente

Hospital na época em que a maior parte das pacientes foi operada.
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A abordagem cirdrgica € o tratamento mais comum para 0 carcinoma
de vulva (COULTER e GLEASON 2003; KNOPP et al. 2009), tendo sofrido
varias modificacbes durante os anos, e varia de uma excisdo local de
pequenos tumores até uma combinacédo de ressec¢do ampla da vulva com
linfadenectomia ipsilateral ou bilateral inguinofemoral e pélvica, bem como
radioterapia e quimioterapia pré e pos cirargicas nos tumores maiores e nos
metastaticos (GHURANI e PENALVI 2001; SCHEISTR@ZEN et al. 2002; DE
HULLU et al. 2006; KNOPP et al. 2009).

Apesar da vulvectomia radical tripla incisdo ter sido introduzida
visando reduzir as taxas de morbidade e mortalidade comparadas as da
vulvectomia radical classica (en bloc), complicacdes e recorréncias ainda
sdo motivo de preocupacdo na decisdo clinica (PODRATZ et al. 1983;
ANDERSEN e HACKER 1983; MOORE et al. 2009). Dentre nossa
casuistica, 54,54% das pacientes apresentaram complicacfes da cirurgia,
sendo deiscéncia da ferida a mais comum, seguida de infeccdo e necrose do
retalho. Além disso, problemas psicosexuais, ndo avaliados no presente
projeto, sdo amplamente descritos na literatura, principalmente entre as
pacientes mais jovens: medo, distorcdo da imagem corporal e depressao
estdo entre os mais citados (DE HULLU e VAN DER ZEE 2006).

De acordo com COULTER e GLEASON (2003), o carcinoma vulvar
apresenta recorréncia em um terco das pacientes, dado semelhante ao
obtido pelo nosso estudo: 38,58% das pacientes apresentaram algum tipo de
recidiva (local, linfonodal, a distancia ou locorregional + a distancia). Dentre

estas pacientes, as taxas de sobrevida cancer especifica foram menores do
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que aguelas que ndo apresentaram qualquer recidiva. O tamanho da leséao,
margens de resseccdo menores de 1 cm e status dos linfonodos no
momento da cirurgia sdo 0s maiores preditores de recorréncia em
carcinomas de vulva (COULTER e GLEASON 2003). Em relac&o ao tipo de
recorréncia, nossos dados sao similares aos apresentados por outros
autores, com excecdo da recorréncia local, que foi observada em menor
porcentagem do que a observada na literatura: 41,30% da nossa casuistica
versus 53-86% da literatura, como descrito por PIURA et al. 1993;
MAGGINO et al. 2000; COULTER e GLEASON 2003; SCHEISTR@EN et al.
2006. Ja a recidiva linfonodal foi observada em 26,08%, sendo relatada na
literatura entre 11-38% (PREMPREE e AMORNMARN 1984,
BRANDENBERGER et al. 1992; PIURA et al. 1993; MAGGINO et al. 2000).
E sabido que o risco de metastase lindonodal em tumores primarios parece
estar relacionado a profundidade de invasao e tamanho do tumor, bem como
invasdo do espacgo vascular (COULTER e GLEASON 2003). Recidiva a
distancia foi observada em 10,86% (variando de 8-37%, de acordo com
PREMPREE e AMORNMARN 1984; MAGGINO et al. 2000).

A partir do exposto acima, é importante que, em carcinomas de vulva,
tanto a selecdo cuidadosa das pacientes que podem ser submetidas a
cirurgias menos radicais para evitar a tratamento desnecessario, quanto a
abordagem individualizada de modo a evitar tratamento subestimado, devem
ser rigorosamente avaliados. Além disso, um tempo maior de

acompanhamento das pacientes € importante apos a cirurgia, uma vez que
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recorréncias podem ser vistas varios anos apdés a terapia primaria
(SCHEISTR@EN et al. 2002).

Uma vez que o carcinoma vulvar é uma neoplasia relativamente rara,
existe dificuldade em se realizar ensaios clinicos fase Ill para se obter
protocolos de terapia de exceléncia para as pacientes, bem como em
encontrar marcadores com papel de indicadores prognosticos. Esforcos
constantes tém sido realizados por varios grupos no que diz respeito a estes
marcadores e, até entdo, é essencial que pacientes e servicos de saude
estejam atentos a importancia da avaliacdo ginecoldgica continua e politicas
de educacdo devem ser reforcadas no pais de modo a aumentar a
conscientizacdo ndo apenas a respeito do carcinoma de vulva, mas do

cancer cervical e da infeccéo pelo HPV.
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6.3 AVALIACAO DOS ONCOGENES SELECIONADOS PARA O

ESTUDO

6.3.1 Familia ERBB: HER-2 e EGFR

Nosso estudo mostra um dado inédito na literatura em relacdo a
correlacdo de 100% entre FISH e imunoistoquimica para HER-2 e EGFR
em carcinomas de vulva.

No que diz respeito a amplificacdo de EGFR, nossos resultados
corroboram os achados de GROWDON et al. (2008) na observacdo de
que todos os tumores com intensa expressdo 3+ desse receptor
apresentaram amplificacdo de EGFR. No entanto, nossos dados mostram
uma menor taxa de amplificacdo (5 casos, 0 equivalente a 6% do total) em
relacdo ao estudo anterior, que observou quase 12%.

Hiperexpressdo de EGFR (3+) por IIQ foi observada em 3,60% dos
nossos casos, dado contraditério com achados anteriores que relataram uma
superexpressdo de 41-68% para este receptor (JOHNSON et al. 1997
BRUSTMANN 2007; OONK et al. 2007). Dentre as correlacbes entre a
expressdo de EGFR e as caracteristicas clinicas e anatomo-patoldgicas
avaliadas, foi demonstrada associacdo de significancia estatistica marginal
(p=0,08) em relagao ao estadiamento do tumor, o que pode ser um indicativo
de que a ativacdo desta molécula pode ser importante na progressao
tumoral. Isto pode ser explicado pelo fato de que a ativacdo da via de EGFR

promove, dentre outros, mobilidade celular, sobrevivéncia, invasdo e
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angiogénese, sendo que todos estes fatores resultam na modulacdo da
progressao tumoral (JOHNSON et al. 1997; OONK et al. 2007).

E importante ressaltar que foi observada alta heterogeneidade da
intensidade da marcacdo para EGFR nos tumores de vulva, como ja havia
sido descrita por BRUSTMANN (2007), o que pode ter sido o principal fator
contribuinte para a falta de correlacdo entre os dados avaliados, bem como
entre nosso estudo e outros da literatura. O estudo da avaliagdo deste
marcador em cortes inteiros pode vir, no futuro, a elucidar melhor esta
guestéo.

Um achado interessante em relacdo a expressdo de HER-2 foi em
relacdo a marcacdo citoplasmatica observada em 21 casos avaliados, o
equivalente a 15,11%. Esta expressao de HER-2 no citoplasma ja havia sido
citada por um artigo em carcinomas de vulva, entretanto, nenhuma
associacao foi realizada naquele estudo (HANTSCHMANN et al. 2005) e
esta marcacdo parece ser frequentemente observada em exames
imunoistoquimicos de rotina, mas € excluida da avaliacdo da positividade
por ser, muitas vezes, considerada uma marcacdo inespecifica
(HORIGUCHI et al. 2010). Entretanto, existe na literatura um grande debate
em relacdo ao significado dessa reatividade citoplasmatica e caracteristicas
clinicopatologicas e, apesar das implicacbes biologicas e clinicas desta
marcacao ainda serem desconhecidas, estudos recentes demonstraram que
algumas formas variantes truncadas de HER-2 podem ter papel importante
no cancer, principalmente de mama (MOLINA et al. 2001, 2002; ANIDO et al.

2006; HORIGUCHI et al. 2010; SCALTRITI et al. 2010).
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Alguns autores que descrevem que a marcacgao citoplasmatica refere-
se a expressao de um fragmento truncado do receptor na porcdo NH2 -
terminal, chamado p95HER-2, que € produto da clivagem dependente de
metaloproteases do receptor de comprimento total pl85HER-2, e cuja
expressao correlaciona-se com envolvimento linfonodal e pior prognostico de
pacientes em cancer de mama (MOLINA et al. 2001; HORIGUCHI et al.
2010; SCALTRITI et al. 2010). Em nossa casuistica, nos tumores com
expressao citoplasmética de HER-2 ndo foram demonstradas diferencas
significantes em relacdo as sobrevidas cancer especifica e livre de doenca.

Ainda que nado tenham sido estatisticamente significantes, os dados
de sobrevida apontam uma tendéncia de melhor sobrevida para as pacientes
cujos tumores mostraram marcacdo de HER-2 citoplasméatica em relacéo
aguelas cujos tumores ndo apresentaram qualquer marcacdo desta
natureza, dado nunca antes relatado em carcinomas vulvares. Na literatura
nao foram encontrados relatos relacionando menor sobrevida das pacientes
em relacdo a marcacao de HER-2 no citoplasma. ESSAPEN et al. (2004)
mostraram que, em cancer colorretal, existe uma sobrevida global
significantemente maior quando observada marcacao citoplasmatica, o que
refor¢ca os nossos achados.

O fato de que o receptor HER-2 citoplasmatico pode nao ser capaz de
trasmitir o sinal mitogénico gerado via heterodimerizacdo com 0s outros
membros da familia ERBB pode, parcialmente, explicar a possivel
correlacdo existente entre a hiperexpressao destas moléculas no citoplasma

e a melhor sobrevida das pacientes. Entretanto, como previamente
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ressaltado, ndo houve correlacéo estatistica em relacédo a estas sobrevida e,
até o presente momento, ndo existem dados disponiveis acerca da funcéo
biologica clara desta marcacdo em tumores e investigacdes futuras para
identificar estes aspectos se fazem necessarias, de modo a avaliar a real
acao deste fragmento do receptor em carcinomas de vulva.

Hiperexpressao de HER-2 na membrana foi encontrada em 1,44%, o
equivalente a dois casos da nossa casuistica. BERCHUCK et al. (1990)
descreveram que, embora rara, esta superexpressao pode ser um indicativo
de pior progndstico em carcinomas de vulva (tumores mais indiferenciados,
com invasao vascular, recorréncia e morte por cancer). Este achado pode
reforcar a tendéncia de pior prognostico observada em nossa casuistica,
mas cabe ressaltar que ndo foi possivel estabelecer este receptor como
marcador molecular em carcinoma de vulva, em nossa casuistica, devido ao
pequeno numero de casos positivos obtido.

De modo controverso, outros dois estudos em carcinomas de vulva
demonstraram superexpressao deste receptor em cerca de 46-47%, valor
muito maior do que o encontrado dentre a nossa casuistica e em outros
carcinomas nos quais HER-2 ja é bem estabelecido, como tumores de
mama, por exemplo, em que 20 a 30% de hiperexpressao é observada
(GORDINIER et al. 1997; HANTSCHMANN et al. 2005; SCALTRITI et al.
2010). No entanto, apesar das divergéncias este este dado e 0S nossos
resultados, alguns estudos recentes (GILCREASE et al. 2009) mostraram
gue mesmo um baixo nivel de expressdo de HER-2 pode estar associado

com piores resultados clinicos em cancer de mama e para 0s pacientes
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inelegiveis para terapia anti-HER-2, um baixo nivel de expressdo de HER-2
também pode ser (til para ajudar a selecionar um regime de quimioterapia
mais agressivo ou terapias alternativas no futuro. Isto pode significar que,
independentemente da hiperexpressdo de HER-2, as pacientes com
carcinoma vulvar podem, no futuro, vir a se beneficiar do tratamento com
anticorpos monoclonais e inibidores da atividade tirosina-cinase deste
receptor ou mesmo de novos protocolos de quimioterapia ou terapia
cirdrgica melhor compativeis.

FUKUTOME et al. (2006) mostraram que a dupla inibicdo de HER-2 e
EGFR por Trastuzumab e Gefitinib (ZD1839), respectivamente, diminuiu de
forma importante o crescimento de células da linhagem humana de SCC de
vulva, A431, que superexpressam EGFR fracamente e HER-2
moderadamente, além de aumentar a radiosensibilidade. Isto sugere que a
dupla inibicdo destes membros da familia ERBB aumenta a
radiossensibilidade sinergicamente pela inibicdo das vias de ativacdo de
sobrevivéncia e transducdo de sinal. Entretanto, a este respeito, s&o
necessarios ensaios clinicos para avaliar a eficacia da terapia nos casos em
que estes receptores estado ativos. Ainda, em relacdo a estudos in vitro,
outros autores (KIM et al. 2009) mostraram a inibicdo da atividade de
crescimento de células de cancer vulvar (A431 e SW962) por AG1478, um
Inibidor da ac&o de Tirosina-Cinase (TKI) de EGFR, dependendo do nivel de
expressdo deste receptor. O efeito do inibidor em combinacdo com
cisplatina foi avaliado, mas nenhum efeito sinérgico desta combinacao foi

observado.
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A literatura tem sugerido que TKI anti-EGFR podem ser eficazes tanto
no tratamento de cancer vulvar localmente avancado em que a abordagem
cirdrgica primaria é frequentemente associada com alta morbidade e
mortalidade (OLAWAIYE et al. 2007), quanto na combinacéo a terapia com a
cisplatina, como mostrado por RICHARD et al. (2008) em um relato de caso
em que se obteve uma resposta parcial de 5 meses, com paliacdo dos
sintomas em uma paciente com carcinoma vulvar recorrente e metastatico.

O interesse médico em relacdo ao carcinoma de vulva tem
aumentado na ultima década, como o reconhecimento da incidéncia
crescente da doenca, especialmente em mulheres jovens. No entanto, o fato
deste carcinoma ser uma doenca neoplasica incomum faz com que sua
relativa raridade se torne um obstaculo na concepcdo de estudos para
delinear a eficacia dos fatores de prognostico de marcadores moleculares
para este tipo de tumor.

Nossos dados corroboram aqueles previamente descritos na literatura
de que mais estudos sdo necessarios para estabelecer um verdadeiro
potencial prognéstico destes marcadores no carcinoma vulvar, e que a
hiperexpressdo de HER-2 e EGFR, embora raras, possa vir a beneficiar, no

futuro, um pequeno grupo especifico de pacientes em neoplasias vulvares.

6.3.2 c-KIT

De acordo com a literatura, o receptor tirosina-cinase codificado pelo
proto-oncogene c-KIT parece possuir papel importante na carcinogénese de
varios tumores, incluindo tumor estromal gastrointestinal (GIST),

melanomas, seminomas, glioblastomas, tumor de mama e leucemia miel6ide
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aguda (AML) (HINES et al. 1995; HEINRICH et al. 2002). De forma
importante, o sistema c-KIT/SCF parece ser importante na carcinogénese do
trato genital feminino. No entanto, na maior parte dos tumores, é relatada
uma diminuicdo progressiva da expressdo deste receptor a medida que o
tumor cresce e invade (INOUE et al. 1994; HUANG et al. 1996), sendo ele
positivo em tecidos normais e com expressdo diminuida em células
tumorais, o que nao foi observado em nossa casuistica, na qual houve uma
alta expresséao de c-KIT (74% de positividade).

Esta alta expressdo do receptor c-KIT, constatada em nossos
achados, foi descrita de modo semelhante por EROGLU et al. (2008), que
descreveram uma alta expresséo forte e difusa da proteina no citoplasma
e/ou membrana das células tumorais de sarcoma epiteliide vulvar. HINES
et al. (1995) demonstraram uma deteccéo de expressdo de mRNA de c-KIT
em 80% dos casos de cancer de mama avaliados no estudo.

O achado freqlente de marcacao imunoistoquimica citoplasmatica
dentre nossos casos sugere uma internalizacdo do receptor apos a sua
ligacdo com SCF, o que indica uma regulacao fisiolégica da funcdo deste
receptor nas células, resultado de um rapido turnover da proteina que deixa
de se localizar na membrana (JAHN et al. 2002; KRAMS et al. 2004).
Estudos em células hematopoéticas mostraram que, na presenca de SCF, a
degradacéao de c-KIT € aumentada.

Como mostrado anteriormente na sec¢do de resultados, observou-se
melhor sobrevida global e sobrevida livre de recidiva (com significancia

estatistica marginal) das pacientes com expressdo deste receptor. Esta
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constatacdo foi também mostrada por outros autores que encontraram
resultados semelhantes em neuroblastomas (KRAMS et al. 2004),
carcinomas nasofaringeos (BAR-SELA et al. 2005) e mieloma multiplo
(BATAILLE et al. 2008). Dentre outros achados, estes autores descrevem
que a expressdo de c-KIT caracteriza subtipos tumorais de melhor
prognéstico, achado caracterizado por eles como “nédo esperado” visto que,
em varios tipos tumorais, c-KIT esta associado com malignidade (KRAMS et
al. 2004), como resultado da atividade tirosina-cinase consitutivamente
ativada ou, no caso da expressao tanto de c-KIT quanto de seu ligante SCF,
como resultado de uma auto-sustentacao autécrina do crescimento tumoral
(DIPAOLA et al. 1997; KRAMS et al. 2004). BATAILLE et al. (2008)
descrevem uma sobrevida de 93% em 4 anos para pacientes com mieloma
multiplo c-KIT positivo versus 64% para as c-KIT negativo. De forma
semelhante, nossos dados mostram sobrevida global de 72% para pacientes
com c-KIT positivo e 50% para c-KIT negativo.

O fato de c-KIT exercer fungbes divergentes dependendo da
modulacdo realizada pelos fatores do meio, das suas interacdes
diferenciadas com varias vias efetoras intracelular e do splicing alternativo
de seu mRNA, parece permitir efeitos opostos de sua expressao nos
diferentes tumores (CARUANA et al. 1999; KAPUR et al. 2001; KRAMS et al.
2004).

Foi demonstrado in vitro e in vivo em células de melanoma que a
exposicao das células positivas para c-KIT ao SCF é capaz de desencadear

apoptose, 0 que nao ocorre na exposicao de células negativas para c-KIT ou
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em melandcitos normais. Uma vez que SCF é normalmente produzido por
ceratindcitos e outras células da derme, estes resultados sugerem que a
perda da expressdo de c-KIT pode permitir que as células malignas de
melanoma escapem da apoptose mediada por c-KIT/SCF, contribuindo para
0 crescimento tumoral e metastase (HUANG et al. 1996) e c-KIT é, desta
forma, negativamente selecionado no curso da progressao tumoral (Natali et
al. 1992; KRAMS et al. 2004).

Em nossa casuistica, houve uma tendéncia de associacdo da
marcacao positiva de c-KIT e auséncia de lesdes associadas, além de maior
sobrevida cancer especifica, com diminuicdo do risco relativo quando a
expressdo era positiva, o que pode indicar uma tendéncia de melhor
prognoéstico deste marcador. Deste modo, a alta frequéncia de marcacéo
positiva e difusa para c-KIT em carcinomas de vulva relacionada ao seu
aparente melhor prognéstico neste tumor sugere que c-KIT ndo parece ser a
via preferencial de ativagdo oncogénica em carcinomas de vulva. Entretanto,
a hiperexpressao deste receptor pode ter um papel importante no tratamento
deste tipo de tumor, através do uso de inibidores da atividade tirosina-cinase
de c-KIT - o Imatinib - de forma semelhante como ja utilizado em GISTs.
Sendo assim, o aumento do conhecimento no que diz respeito aos
mecanismos moleculares da sinalizacdo de c-KIT no cancer de vulva pode
ter papel importante no desenvolvimento de terapias alvo com o objetivo de
inibir as vias de sinalizacdo desencadeadas por este receptor, cuja terapia-

alvo pode ser eficaz para os tumores c-KIT positivos.
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6.3.3 Familia MYC

No que diz respeito a avaliacdo imunoistoquimica de ambos os
membros da familia MYC, pode-se constatar a escassez da literatura a
respeito desta avaliacdo no carcinoma de vulva. O Unico trabalho neste tipo
de tumor no qual a expressdo protéica por 11Q foi acessada, refere-se a c-
MYC e data de 1992 (TERVAHAUTA et al. 1992), no qual foi observado
positividade da proteina em duas de 10 amostras avaliadas. Nosso estudo
mostrou positividade de c-MYC em proporcdo maior do que a relatada pelo
estudo anterior, sendo que esta discrepancia pode ser devida,
principalmente, ao pequeno numero de amostras utilizado no mesmo
guando comparado ao nosso estudo. A escassez de trabalhos avaliando a
IQ em c-MYC dedicados ao carcinoma de vulva faz necessaria a
comparacao dos nossos achados com relatos em outros tumores. LIU et al.
(2008) descrevem 56% de positividade de c-MYC em sarcomas do trato
genital feminino (incluindo vagina, cérvice, Utero e ovario). J& em carcinomas
de mama, a positividade desta proteina varia de 50 a 100% (SPAVENTI et
al. 1994; PIETILAINEN et al. 1995; LIAO e DICKSON 2000). Em relacdo a
este tipo de tumor, alguns autores (PIETILAINEN et al. 1995) relataram 95%
de marcacéo positiva no citoplasma e em 12% houve marcagao nuclear e/ou
citoplasmatica. Outras investigagcbes (MIZUKAMI et al. 1991) também
reportam a localizagcdo citoplasmatica predominante de c-MYC, com
observacdo de marcacédo nuclear em alguns casos, de modo semelhante
aos nossos achados. Entretanto, o0 significado desta localizacéo

citoplasmatica ainda € desconhecido. GEISLER et al. (2004) relataram que
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pacientes cujos tumores mostraram marcacéao citoplasmatica sem marcacéao
nuclear mostraram melhor sobrevida que as outras combinacdes de
marcacao (negativo vs positivo/ citoplasma vs nudcleo) em carcinomas de
ovario. Entretanto, nossos resultados ndo mostraram significancia estatistica
em relacdo a este aspecto.

De volta ao Unico estudo relatado em carcinoma vulvar
(TERVAHAUTA et al. 1992), os autores descrevem que 5 dos 10 casos
avaliados mostraram hiperexpressdo de mRNA de c-MYC, o que pode
indicar que o gene c-MYC pode estar adequadamente trascrito em mRNA,
mas este Ultimo pode ndo estar sendo traduzido corretamente em
oncoproteina. E interessante a observacdo dos autores a respeito da
provavel ndo traducdo do mRNA em proteina, o que pode ser inferido, do
mesmo modo, entre nossas andlises de FISH: dentre os casos em que nao
foram detectadas alteracbes génicas em c-MYC, 81% né&o apresentavam a
proteina, o que pode refletir de uma fina regulacdo desta proteina a nivel
celular. Esta regulacdo é consistente com os papéis criticos da familia MYC
em controlar a proliferacdo e o destino celular durante o desenvolvimento,
além de seu potencial oncogénico bem conhecido quando desregulada.
Deste modo, varios mecanismos regulatorios foram criados para controlar
finamente seus niveis e atividades, sendo a degradacdo rapida das
proteinas MYC pela via ubiquitina-proteassomo um dos mecanismos
conhecidos por contribuir para a manutencdo de niveis fisiologicamente
apropriados destas proteinas (KAPELI e HURLIN 2011). Por outro lado, em

82% dos casos nos quais foram encontradas alteracdes génicas, a proteina
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c-MYC ndo foi detectada, o que parece indicar a existéncia de uma proteina
alterada, truncada, que passa a ndo ser reconhecida pelo anticorpo na
imunoistoquimica ou a real auséncia de traducdo protéica decorrente da
presenca de mecanismos como a metilacdo aberrante e a presenca de
microRNAs, envolvidos na regulacdo da expressdo génica a nivel pos-
transcricional.

Em cancer de mama, apesar de muitos estudos encontrarem uma
correlacédo entre o nivel protéico de c-MYC aumentado com pior prognostico
da doenca (GUERIN et al. 1988; PERTSCHUK et al. 1993; MIMORI et al.
1998), outros autores (PIETILAINEN et al. 1995; BIECHE et al. 1999)
encontraram que 0 aumento da expressdo protéica de c-MYC estava
relacionado a uma melhor sobrevida das pacientes. Achados similares foram
descritos em tumores de testiculo (WATSON et al. 1986), cancer colorretal
(SMITH e GOH 1996) e melanoma uveal (CHANA et al. 1998). Em nossa
casuistica, foi observada uma associacdo positiva entre a expressao de c-
MYC e a profundidade de invasdao do tumor (p=0,03): tumores c-MYC
positivos apresentaram maior grau de invasao que os tumores c-MYC
negativos. Ja foi previamente relatado na literatura que a diminuicdo da
expressdo de c-MYC in vitro foi capaz de inibir a invasdo de células de
carcinomas de ducto biliar (LI et al. 2011a). Outros autores descrevem que
esta proteina estimula a invasao celular através da inibicdo da funcéo de
uma molécula chamada FBX8, uma E3 ligase que medeia a ubiquitinacdo de
ARF6 (familia das proteinas GTP-ligantes) que, por sua vez, regula a

remodelacdo do citoesqueleto, podendo afetar o potencial invasivo das
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células tumorais (CHO et al. 2010). Sendo assim, nossos dados sugerem
gue a expressao de c-MYC pode ser uma importante ferramenta relacionada
a invasdo tumoral em carcinomas de vulva. Entretanto, dentre as outras
caracteristicas clinicas e anatomo-patologicas e analises de sobrevida, néo
foi observada significancia quando associadas a expressao de c-MYC.
Finalmente, em relacdo a expressédo de c-MYC e recorréncia, N0Ssos
resultados permitem inferir, apesar da falta de significancia, que houve uma
tendéncia de associacdo da expressao deste oncogene com pior sobrevida
livre de doenca das pacientes, indicando que sua expressdo pode estar
implicada na presenca de recidivas. Desta forma, a investigacdo da
expressdo deste marcador no citoplasma pode vir a ser Util para identificar
grupos de pacientes com risco aumentado de recorréncia em carcinomas de
vulva. Entretanto, mais estudos sdo necessarios para elucidar questbes
fundamentais ainda ndo respondidas acerca deste oncogene de funcdes
variadas e complexas, bem como de sua atuagéo nos carcinomas vulvares.
O segundo oncogene da familia MYC avaliado, n-MYC, foi negativo
por imunoistoquimica (escores 0 e 1+) em cerca de 70% dos casos na
avaliagdo citoplasmética. Como mencionado anteriormente, na secdo de
materiais e métodos, pela indisponibilidade de material congelado para a
analise da expressao desta proteina nuclear de meia-vida curta, foi realizada
a analise de marcacéo de n-MYC no citoplasma. E sabido na literatura que
a meia-vida de n-MYC pode ser prolongada na presenca de sinais de
degradacéao alterados, levando a um aumento de sua estabilidade na célula

(COHN et al. 1990; BONVINI et al. 1998). Aléem disso, a alteracdo da
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localizacdo de n-MYC do nucleo para o citoplasma ja foi relatada na
literatura e parece indicar uma nova caracteristica de regulacdo destas
proteinas, além de sugerir funcédo funcbes de maturacdo em citoplasma de
células neuronais (WAKAMATSU et al. 1993). De modo semelhante a c-
MYC, a escassez da literatura a respeito da expressdo deste oncogene em
carcinomas vulvares torna limitada a discussdo da expressdo destas
moléculas. E sabido que, enquanto c-MYC é ubiquo, n-MYC possui um
padrdo de expressdo bastante restrito: € bastante expresso durante o
desenvolvimento embriogénico e torna-se diminuido, sendo detectado em
adultos no desenvolvimento de células B. Em tumores, cerca de 30% dos
neuroblastomas mostram amplificacdo/hiperexpressdo de n-MYC, o que
parece estar associado a uma rapida progressdo da doenca e prognostico
ruim, sendo as taxas de sobrevida para pacientes n-MYC(-)
significantemente maiores do que para pacientes n-MYC(+) (NAKADA et al.
1993; SUITA et al. 2000; PESSION e TONELLI 2005). Esta melhor
sobrevida observada pode ser devida ao fato de que, na maior parte dos
tumores, em resposta a sinais oncogénicos, p53 atua como supressor de
tumor promovendo a apoptose, e foi demonstrado em neuroblastomas que
altos niveis de n-MYC induzem este supressor (LI et al. 2011b). Desta forma,
guanto maior a expressao de n-MYC, maior seria o stress gerado na célula,
acarretando a apoptose, o0 que levaria a um tumor menos agressivo.
Hiperexpressao deste marcador também ja foi relatada em tumores
de ovario (33% de positividade na [IQ em adenomas, 77% em

adenocarcinomas e 100% em sarcomas (KATAOKA et al. 1992), além de
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retinoblastomas, carcinomas de pulmdo de pequenas células e
glioblastomas (PESSION e TONELLI 2005). Em carcinomas de vulva,
nossos resultados ndo nos permitiram estabelecer quaisquer associacdes
entre a expressdo de n-MYC e os dados anatomo-patoldgicos, clinicos e
sobrevida, o0 que nos leva a inferir que a proteina n-MYC funcional, como
anteriormente discutido, por sua rapida degradacdo pode ndo ter sido
reconhecida na imunoistoquimica, sendo que a proteina visualizada
acumulada no citoplasma pode ser uma proteina mutada, ndo funcional, com
meia-vida aumentada e que conserva sitios de ligacdo ao anticorpo da
imunoistoquimica, tendo sido, desta forma, reconhecida, mas sem qualquer
correlagdo com os dados avaliados. Dentre os casos com alteracdes génicas
no FISH, 78% foram correlacionados com a presenca da proteina, o que
pode significar que existe a trascricdo de mRNA do gene n-MYC e a
traducdo em proteina n-MYC mas que, por sua vez, ndo exerce sua funcéo
COmo oncogene.

KAWAGOE et al. (2007) demonstraram, através de experimentos
usando retrovirus codificando mutantes do gene n-MYC com regides de
dominio de transativagdo NH2 terminal, ou sinal de localizacdo nuclear
(SLN), ou dominio bHLH/LZ deletadas que, apesar do nivel de expressao de
n-MYC dos mutantes terem sido semelhantes aos selvagens, os virus
mutantes ndo eram capazes de estimular a proliferacdo celular ou aumentar
a porcentagem de células da fase S ou G,-M. Isto sugere que cada um dos
dominios de n-MYC é essencial para a proliferacdo celular, o que fortalece a

hipotese criada.
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6.3.4 NDRG-1

A Ultima molécula avaliada, NDRG-1 (n-MYC downstream regulated
gene), apesar de nao ser um oncogene, como o0 nome ja diz, é regulada por
n-MYC, que por sua vez foi estudado no presente projeto e é uma proteina
que apresenta varias localizacbes celulares (LACHAT et al. 2002;
BANDYOPADHYAY et al. 2004; NISHIO et al. 2008), bem como varias
funcdes ainda ndo conhecidas (KITOWSKA e PAWELCZYK 2010). Em
nossa casuistica, esta diversidade de marcacdo imunoistoquimica nos
compartimentos celulares foi avaliada e a maior parte dos casos mostrou
hiperexpressdo desta proteina (60,43% dos casos escore 3+). Esta alta
expressdo pode ter sido obtida pelo fato de que NDRG-1 é um gene
associado a hipdxia, estando sua expressdao aumentada em tumores, que
possuem ambiente pobre em oxigénio e nutrientes (CANGUL et al. 2002;
KITOWSKA e PAWELCZYK 2010). Expressao aumentada de NDRG-1 foi
relatada em carcinomas de células escamosas de pele e oral em relacdo ao
tecido normal (CHANG et al. 2005; DANG et al. 2006), carcinoma
hepatocelular (CHUA et al. 2007) e tumor renal (MASUDA et al. 2007) sendo
gue, em cancer cervical, esta alta expressao foi correlacionada inversamente
com sobrevida global das pacientes (NISHIO et al. 2008). Entretanto, em
tumores de célon (GUAN et al. 2000), préstata e mama (BANDYOPADHYAY
et al. 2003), es6fago (ANDO et al. 2006) e glioma (SUN et al. 2009), a
expressdo de mRNA e protéica de NDRG-1 mostraram-se diminuidas no
tumor, paradoxo que indica que esta proteina possui funcdes tecido-

especificas em varios tipos de neoplasias. Aléem disso, fatores hormonais,
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nivel de hipéxia e modificacdes genéticas e/ou epigenéticas em supressores
de tumor (ex. p53) e oncogenes (ex. MYC) podem exercer impacto na
expressdo de NDRG-1 e modular seu papel em diferentes tumores
(MELOTTE et al. 2010).

Algumas das caracteristicas avaliadas em relacdo a expressao de
NDRG-1 mostraram que uma hiperexpressao pode ser indicativa de um pior
progndéstico em carcinomas de vulva: dentre os casos classificados como 3+,
87% mostraram invasao vascular, 100% invasao perineural, ndo sendo esta
caracteristica observada em casos escores 0 e 1+, e 80% apresentaram
recidiva. Entretanto, ndo houve a possibilidade de testes estatisticos nestas
amostras pela distibuicAo homogénea de amostras entre os grupos 2+ e 3+.
Vérios estudos avaliaram o uso de NDRG-1 como um marcador prognostico
em gliomas (SUN et al. 2009), mama (RING et al. 2006) e cancer colorretal
(STRZELCZYK et al. 2009) e os resultados do nosso trabalho indicam um
possivel papel deste marcador em carcinomas de vulva. Entretanto, mais
estudos precisam ser realizados de modo a elucidar este pior progndstico,
visto que sua expressado depende de processos complexos ainda ndo bem
estabelecidos.

Em relacédo a localizagdo celular de NDRG-1, varios autores relataram
que ela é comumente encontrada no citoplasma (LACHAT et al. 2002;
MELOTTE et al. 2010), mas ja foi documentado na literatura que a
translocacdo de NDRG-1 para o nucleo celular ocorre de modo dependente
de p53 apds dano ao DNA (KURDISTANI et al. 1998). Em céancer gastrico,

esta expressao de NDRG-1 nuclear foi correlacionada com pior prognostico
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dos pacientes, sugerindo que esta translocacdo leva a um aumento do
potencial de divisdo celular (INAGAKI et al. 2009). Entretanto, dentre os
nossos casos avaliados nao houve significancia estatistica entre as
sobrevidas de pacientes que expressaram ou ndo NDRG-1 no nucleo.

NDRG-1 também ja foi relatada encontrada na membrana celular
(BANDYOPADHYAY et al. 2004; NISHIO et al. 2008), e foi observada uma
relacdo entre o nivel protéico desta proteina e o potencial das células
tumorais a metastase, o que sugere que ela pode interagir com moléculas de
adesao célula-célula. SONG et al. (2010) descreveram uma correlacéo
significativa entre a localizacdo celular de NDRG1 e E-caderina, tendo
observado que a diminuicdo do conteuddo de ambas as proteinas na
membrana de células de cancer de prostata mostrou um impacto negativo
na sobrevida dos pacientes e foi correlacionada com estagios mais
avancados da doenca (escore de Gleason). Deste modo, a translocagéo de
NDRG-1 da membrana para o citoplasma sugere uma importancia para a
progressdo do cancer de préstata e deve ser melhor avaliada em
carcinomas de vulva.

Em suma, NDRG-1 parece ser uma proteina cuja expressao depende
de fatores predominantes em condi¢cfes particulares. Nosso estudo indica
gue os niveis aumentados de NDRG-1 podem estar correlacionados com um
pior progndéstico, mas a confirmacéo dos possiveis papéis deste gene ainda

requer maiores estudos.
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6.4 HPV

A deteccdo do HPV dentre os casos de carcinoma vulvar avaliados
neste projeto — cerca de 40% de positividade — € muito semelhante aos
resultados apontados por uma metanalise que investigou a presenca de
HPV em neoplasias de vulva, vagina e anus, além de suas lesdes
precursoras (VIN, VAIN e AIN, respectivamente) provenientes de estudos
com ensaios de PCR realizados em 93 estudos conduzidos em quatro
continentes. A prevaléncia geral de HPV dentre os 1873 tumores de vulva
avaliados por este estudo foi de 40,4% (DE VUYST et al. 2009). Dentre os
tipos infectantes, o HPV16 foi o mais comum, representando 34,62% dos
tumores HPV positivos, bastante semelhante ao dado DE VUYST et al.
(2009) que observou frequéncia de 32,2% deste tipo de virus em carcinomas
de vulva.

Dentre os tumores em que foi detectada infeccao pelo HPV, a maior
parte pertenceu aos tipos histolégicos ndo ceratinizantes tipo CEC2 (42%).
Entretanto, dentre os 18 casos com diagnostico de CEC3 ou carcinoma
basaléide, 13 eram HPV positivos. Este Ultimo dado corrobora os resultados
da literatura de que tumores HPV positivos tendem a pertencer aos tipos néao
ceratinizantes e basaldides (HAMPL et al. 2006; GARLAND et al. 2009). Ja
no grupo de tumores HPV negativo, foram mais frequentes os carcinomas
moderadamente diferenciados (52%) seguido dos bem diferenciados (CEC 1
e verrucoso — 40%), resultado também semelhante aos dados mostrados na
literatura (HORDING et al. 1994; MESSING e GALLUP 1995; TRIMBLE et al.

1996; JONES et al. 1997; HAMPL et al. 2006). No primeiro grupo, a via
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etiopatogénica do tumor € dependente da infeccado pelo HPV, na qual um
estagio pré-maligno é observado através de presenca de VINs classicas,
geralmente associada com idade mais jovem das pacientes e tem sido
relatada como tendo um melhor prognostico em relacdo aos tumores do
grupo HPV-negativo; ja no segundo grupo, via é caracterizada por tumores
HPV-negativos, acomentendo em sua maioria mulheres mais velhas e €,
geralmente, acompanhada de lesdes (VINs) diferenciadas ou liquen
escleroso e mutacdes em p53 (VAN DER AVOORT et al. 2006; HAMPL et
al. 2006; LANNEAU et al. 2009).

Dentre a nossa casuistica, mulheres com a infeccdo por HPV
demonstraram uma média de idade e de coitarca menores em relacéo
aguelas sem a infeccdo, corroborando dados previamente descritos na
literatura. Entretanto, pelo agrupamento homogéneo das pacientes entre as
distribuicbes das caracteristicas de interesse, ndo houve diferenca
estatisticamente significante de quaisquer dados com a infec¢cdo do HPV,
bem como em relagéo a sobrevida; no entanto, houve uma tendéncia de pior
sobrevida cancer especifica das pacientes HPV negativas em relacao as que
tinham infecgé&o pelo virus.

Finalmente, dentre os oncogenes avaliados e NDRG-1, ndo houve
correlacdo estatistica entre a presenca viral e a expressdo destes genes,
com excecdo da relacdo de nivel de significancia estatistico marginal
demonstrada entre a expressao positiva de c-KIT e a presenca de HPV
(p=0,08). Nenhum dado na literatura sugere qualquer relacdo entre este

oncogene e o virus, 0 que nos leva a criar a hipétese de que o locus de c-
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KIT pode ser um sitio fragil ainda desconhecido da integracdo do HPV ou
gue anormalidades na regulacdo deste gene podem estar acelerando o
processo da carcinogénese em cooperacao com a infeccao viral.

Grande parte dos trabalhos referidos na literatura em oncogenes e
HPV em carcinoma de vulva refere-se a alteragcbes nos genes MYC e
mostram dados provenientes de integracao de sequéncias génicas do virus
HPV nos loci génicos de ambos os genes c-MYC e n-MYC (8924 e 2p24,
respectivamente). Entretanto, o impacto do evento de integracdo na
amplificacdo, rearranjo e/ou hiperexpressdo génica ainda sao pouco
documentados.

Dentre nossos os resultados obtidos em relacdo a expressao de
genes MYC e interacdo com HPV, a falta de correlacdo entre os dois
parametros nos permite inferir que: (1) tumores HPV negativos podem
apresentar alteracbes em MYC de modo independente da
presenca/auséncia de infeccdo, por serem, principalmente c-MYC, genes
amplamente alterados em tumores. E sabido que amplificacio e express&o
protéica aumentada de c¢-MYC, em particular, podem ocorrer
independentemente da integracao viral, como demonstrado em células de
Linfoma de Burkitt associado com o virus de Epstein-Barr (MAGRATH 1990)
e em hepatocarcinomas induzidos por ground squirrel hepatitis virus
(GSHV), causador de hepatite em esquilos; (2) apesar da maior parte dos
tumores HPV positivos conterem o DNA viral em forma integrada ao genoma
do hospedeiro, a presenca de DNA epissomal ou em ambas as formas

epissomal e integrada ja foi descrita em carcinomas cervicais (CULLEN et al.
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1991; KISSELJOV et al. 2001). Sendo assim, tumores que apresentam HPV
podem ndo té-lo na forma integrada e ndo apresentarem aumento de
expressao de MYC; (3) além de c-MYC e n-MYC, varios sitios de integracéo
de sequéncias de HPV ja foram descritas (CANNIZZARO et al.1988;
REUTER et al. 1998; KOOPMAN et al. 1999). Deste modo, ainda que um
tumor seja HPV positivo e ainda que ele contenha DNA viral integrado ao
genoma, alteracbes em MYC podem nao ser observadas. Além disso,
alteracdes em MYC podem estar presentes ainda na auséncia de integracao
viral pelo fato de que sua expressdo desregulada € um status quase
onipresente em tumores (DANOVI 2010). Todos estes achados corroboram
os descritos por TATE et al. (1994), indicando que alteracdes em MYC néo
parecem estar ligadas a presenca ou auséncia de acidos nucléicos de HPV

em carcinoma de vulva.



CONCLUSAO

“Every experiment proves something. If it doesn't prove what you wanted it to prove,
it proves something else”.

Prof. Anon
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7 CONCLUSAO

A partir do estudo imunoistoquimico e por FISH dos oncogenes
abordados e da comparacéo dos resultados obtidos com os dados clinicos e
anatomo-patologicos das pacientes, nosso trabalho nos permitiu concluir
que:

Em relacdo a HER-2 e EGFR, uma rara expressdo foi observada.
EGFR foi correlacionado com estadios mais avancados da doenca, ao passo
gue a expressao de HER-2 mostrou pior progndstico. Correlacédo de FISH e
IIQ de 100% foi observada para ambos os oncogenes.

A imunoexpressao de c-MYC foi correlacionada com maior potencial
invasor tumoral, mas nenhuma associacdo com HPV foi oservada. Nao
houve qualquer associacdo entre as caracteristicas avaliadas e a expressao
de n-MYC.

A expressao de c-KIT mostrou, de modo estatisticamente marginal,
tendéncia de melhor progndstico e auséncia de lesGes associadas.

Relacionado a NDGR-1, sua expressdo, com papel controverso na

literatura, mostrou tendéncia de pior progndstico nos carcinomas vulvares.
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ANEXOS

“Reason, Observation, and Experience - the Holy Trinity of Science”.

Robert G. Ingersoll




Anexo 1 - Reviséo atualizada da literatura dos oncogenes selecionados no estudo e NDRG-1 em carcinomas de vulva

Autores, ano e Nimero de Métodos, desenho do estudo e Resultados Conclusdes
pais de pacientes andlises estatisicas
publicacéo
HER-2 75 amostras Os autores realizaram 11Q para | Hiperexpresséo de HER-2 na membrana foi presente em | Os autores refletem que, uma vez que
Hantschsmann VSCC avaliar a expressdo de TGF-a, | 47% (++/+++) e 21% (+++) dos tumores. Houve uma | existe um importante papel preditivo
et al., 2005, HER-2 e Antigeno Fator VIII. An. | freqiiente marcacdo citoplasmatica forte nos casos | do HER-2 em relagdo a terapia com
Alemanha Estat.: teste X?, Kaplan-Meier e | avaliados. Hiperexpressdo de HER-2 foi correlacionada | trastuzumab, o uso desta substancia
log rank test. com alta contagem de figuras de mitose e tumores de | em carcinomas de vulva deve ser
alto grau. considerado.
Gordinier et al.,, | 100 pacientes | Studo de coorte. Autores usaram | A presenca de imunopositividade de HER-2 foi associada | Pacientes com tumores de vulva
1997, Estados com VSCC IIQ e citometria de fluxo para | com metastase linfonodal. iniciais com metastase linfonodal
Unidos. analisar tumores de 13 pacientes inguinal tiveram maior
LN positivos e 26 controles. An. imunopositividade para HER-2 quando
Estat.: Nao especificada. comparados com aqueles sem
metastase linfonodal.
Berchuck et al., 34 amostras Expressdes de EGFR e HER-2 | Expressdo imunoistoquimica para EGFR e HER-2 | Apesar da hiperexpressdo de HER-2
1990, Estados tumorais (26 foram avaliadas por 11Q. An. | mostrou-se diminuida & medida que as células sofriam | em carcinomas escamosos do trato
Unidos. cérvice, 6 Estat.: Ndo especificada. diferenciacdo, estando ausentes nas camadas mais | genital ser um evento raro, ela pode
VSCC e 2de ajdacentes. estar associada a um comportamento
vagina) + biolégico mais agressivo.
tecido ndo
neoplasico,
incluindo
vulvas normais.
Fukutome et Linhagem Cultura celular de wvulva foi | Crescimento celular foi diminuido por ZD1839 efou | Os autores sugerem que o blogeio
al., 2006, celular de irradiada e tratada com ZD1839 | trastuzumab de modos dependentes de dose e tempo. O | simultineo de diferentes sitios da
Japao VSCC de vulva | (0.1uM) e/ou Trastuzumab | tratmento com trastuzumab induziu um aumento | familia ERBB, podendo ter papel
(A431) (50pg/ml).  Western Blot e | significante na populagéo celular em fase G1. imortante nos tumores onde HER-2 e
citometria de fluxo foram EGFR estdo ativados.
realizados. An. Estat.: teste t
para medir a diferenga entre os
grupos.
61 amostras de epitélio vulvar | Foi observado aumento significante dos niveis de EGFR | Existe um aumento progressivo da
EGFR Johnson et al., 61 pacientes benigno + lesdo maligna primaria | no tumor primario (67%) versus epitélio benigno (31%). | expressdo de EGFR relacionado a

1997, Estados
Unidos.

+ metastase linfonodal (todos da
mesma paciente) foram
avaliadas por IIQ para EGFR.
An. Estat. Kaplan-Meier para as
sobrevidas.

Expressdo em 90% ou mais das células tumorais foi
associada com sobrevida livre de doenca de 25%,
enquanto naquelas com menos de 90% de expresséo, a
sobrevida foi de 54%.

tumorigénese e metastase.




Growdon et al.,

51 pacientes

Estudo coorte. Andlise de EGFR

Marcagdo 11Q 3+ foi associada com estagio avangado da

Os autores sugerem que uma

2008, Estados por 1lQ, FISH, andlise de | doenca e pior sobrevida. Amplificagdo do gene EGFR foi | propor¢do pequena, mas significantes
Unidos. mutacdes e tipagem de HPV por | observada em 12% dos casos e polissomia em 6%. [IQ x | dos casos de VSCC parecem
PCR. An. Estat:. Two-sided | FISH mostrou 100% de sensiblidade e 79% de | depender continuamente da ativagio
Fisher's exact test, teste de | especificidade, gerando um valor preditivo positivo de | de EGFR e nestes casos, 0 uso de
Spearman, Kaplan-Meier e Log- | 39%. Sobrevida diminuida foi mostrada em pacientes | TKls deve ser avaliado.
rank. com amplificagao.
Oonk et al., 197 pacientes | IIQ para EGFR. An. Estat.: | Marcagéo positiva para EGFR foi presente em 68% dos | Apesar da expressdo de EGFR estar
2007, Nova T1/2, Regressao logistica univariada e | VSCCs e foi correlacionada com profundidade de | aumentada em grande parte dos
Zelandia. cirurgicamente | multivariada. invaséo maior que 5mm. tumores e estar associada a presenca
tratados de metéstases linfonodais inguinais,
ele ndo é um valor preditivo de
metéastases.
Brustmann, 82 pacientes: IIQ para EGFR e Ki-67. An. | Imunoexpressdo de EGFR aumentou significantemente | Os autores descrevem um aumento da
2007, Austria. 10 epitélios Estat.: ANOVA, Tukey. de epitélio normal para VCs, VINs e VSCCs. | expressdo de EGFR a medida que as
normais, 24 Imunorreatividade forte foi notada em 41% dos VSCCs. | células se malignizam.
VC, 26 HG- Nao houve relacéo entre EGFR e indice de proliferacédo
VIN, 7 d-Vin e por ki-67.
22 VSCC
Wu et al., 25 VSCC, 10 IIQ para EGFR e seus ligantes | EGFR foi detectado em 64% dos VSCCs, sendo visto no | Expressdo de EGFR parece contribuir
2001, China. VC,15VINs e | em vulva normal e VSCCs. An. | citoplasma em 100% das VSCCs. com as anormalidades neoplasicas
5 epitélios Estat.: Nao especificada. essenciais em 64% dos VSCCs e o
normais. uso de terapias anti-EGFR devem ser
consideradas para estas pacientes.
Olawaiye et al., 2 pacientes Relato de caso. Caso#1: Tarceva | Erlotinib (Tarceva) € um TKI de EGFR e, quando testado | A terapia com EGFR como alvo pode
2007, Estados idosas com (150mg/dia). Caso#2: 5-FU e | nas duas pacientes idosas casos #1 e #2, mostrou | ser eficaz no tratamento de VSCC
Unidos. VSCC guimioterapia com Cisplatina + | respostas dramaticas em ambos os casos. localmente avangado. Mais estudos
localmente radioterapia 2x ao dia + Tarceva s8o necessérios para elucidar este
avangado (150mg/dia). An. Estat.: N&o aspecto.
especificada.
Richard et al., 1 pacientes Relato de caso. Paciente de 70 | Marcacdo de EGFR (ndo especificada pelos autores) | Os autores sugerem o potencial uso
2008, Estados anos de idade com doenga | mostrou 100% das células do tumor com escore 3+. A | de terapia anti-EGFR em mulheres
Unidos. recorrente.  Tratamento com | paciente mostrou resposta parcial por 5 meses, com | com tumores recorrentes  e/ou
radiagdo +  Cetuximab + | paliativo dos sintomas. metastaticos.

Cisplatina. An. Estat.. N&o

especificada.




Kim et al.,
2009, Coréia.

Linhagens de
VSCC de vulva
A431 e SW962

Foi examinado o efeito do
inibidor de EGFR AG1478
sozinho e combinado com
Cisplatina em culturas celulares
de vulva. Western Blot e ensaios
de proliferacdo. An. Estat.: N&o

O inibidor AG1478 foi capaz de inibir a atividade de
crescimento das células tumorais, dependendo do nivel
de expressdo de EGFR pela inibicdo de AKT e ERK. Nao
houve sinergismo entre AG1478 com cisplatina.

Dada a falta de efeitos sinérgicos da
combinacdo de AG1478 com
Cisplatina, terapias combinadas em
cancer de vulva devem ser avaliadas
com cautela.

especificada.

Sirotnak, 2003, | Linhagem A431 | ZD1839 foi administrado com | Foi observado efeito aditivo antitumoral quando ZD1839 | Estudos pré-clinicos continuam
Estados agentes  quimioterapicos ou | foi co-administrado com agentes quimioterapicos | suportando a importancia da acéo
Unidos. radioterdpicos em linhagem | citotoxicos e radioterapia, ndo sé em tumores avangados | tirosina-cinase de EGFR na biologia

A431. An. Estat.: N&o | e metastaticos, como também nas lesdes iniciais. de tumores solidos.
especificada.
Nakanishi et 1 caso DNA foi extraido de ambas as | HPV tipo 16 foi detectado em grande parte das amostras. | A integracdo do HPV a 8924 € um dos
MYC al., 2009, contendo areas | &reas, foi feito PCR e | Duas locoalizagbes de BD mostraram HPV16 somente | passos criticos do desenvolvimento de
Japao. de VIN 1l sequenciamento. Ensaio APOT | na forma episomal, ao passo que outros 2 sitios de BD e | carcinomas de vulva. Mais estudos
(Bowen) e (Amplification of Papillomavirus | em VSCC os transcritos eram derivados de integragdo. | com maior nimero de casos S&o
areas de VSCC | Oncogene Transcrips) foi | Sequenciamento mostrou que as VSCCs apresentaram | necesarios.
invasivo realizado em amostras de 5 | sitio de integracdo em 8924, o locus de MYC.
locais diferentes de cada leséo.
An. Estat.: N&o especificada.
Milde- 44 casos (4 Hibridacdo in situ, dot blot, | HPV estava presente em 3 dos 4 casos de VSCCs. | Os autores sugerem  possiveis
Langosch et VSCC) southern blot, northern blot e | Ativacdo de MYC foi vista em 3 carcinomas (Nao | contribuicbes dos eventos na ligados
al., 1991, PCR para investigar DNA de | especificado o tipo), mais marcadamente em um tumor | a0 HPV na carcinogénese destes
Alemanha. HPV em pré-cancer de cérvice, | de variante verrucosa, HPV-6. tumores.
vulva e endométrio. An. Estat.:
N&o especificada.
Riviére et al., 7 casos de Foi avaliada a expressdo de | Expressdo de mRNA de c-MYC estava aumentada em | Mera expressédo deste oncogene € um
1990, lesbes mMRNA de c-MYC e HER-2 em | lesGes pré-malignas e tumores, mas ndo foi mostrada | fenbmeno comum em tecidos de
Alemanha. vulvares: 1 VIN | epitélio normal, lesbes pré- | relacdo desta transcricdo aumentada com grau do tumor | diferentes histogéneses e a freqiiéncia
I, 1 tumor malignas e VSCCs (7 casos de | ou estadiamento. de tumores com esta hiperexpresséo
granular de lesdo vulvar). Foi feita extracéo e pode variar em tumores de diferentes
clitoris, 2 northern-blot. An. Estat.. Nao tipos.
VSCCs, 1IMLN | especificada.
e2CBCs+2
linhagens

celulares para
controle




Pedrazzini et Linhagem de Caridtipo, FISH, M-FISH, Rx- | Andlises citogenéticas apontaram um caridtipo | E bem sabido que a desregulacéo de
al., 2003, VSCC A431 FISH e CGH em linhagem A-431. | hipertripldide, com nimero de cromossomos variando de | c-MYC fornece uma vantagem seletiva
Argentina. An. Estat.: Ndo especificada. 65 a 73 cromossomos. CGH mostrou amplificacdo em | ao desenvolvimento do tumor e

22g~0g24, indicando grande tamanho do amplicon. tecidos com esta proteina expressa de
forma anormal, que podem ganhar
vantagens de crescimento através da
mutagdo em TP53, sendo tanto a
amplificacdo de c¢c-MYC quanto
mutagdo em TP53 presentes na
linhagem A-431.
Tate et 13 VSCC + DNA extraido de parafina para | Sete dos 13 VSCC foram positivos para HPV, sendo 6 | Alteragbes em c¢-MYC ndo estdo
al., 1994, amostras a tipagem de HPV. PCR para | HPV16 e 1 HPV33. Sequenciamento de Ras nos codons | ligadas a VSCC ou a presenca de
Estados fresco (ndo identificar mutagbes em Ras (Ha- | 12, 13 e 61 revelou auséncia de mutacdes. Na andlise de | acidos nucléicos de HPV.
Unidos. especificadas) | ras, Ki-ras and n-ras) e | 7 VSCCs, nenhuma amplificacdo foi detectada no gene
+8 SCC amplificacdo em c-MYC. An. | c-MYC.
cervicais (3 Estat.: Nao especificada.
FFPEe5a
fresco)
Tervahauta, 10 carcinomas | Hiperexpressdo de c¢c-MYC foi | Metade dos tumores (5/10) demonstraram | Os autores sugerem que, em alguns
1992, de diferentes avaliada por 1IQ, PCR e ISH. An. | hiperexpressdo de mRNA de c¢-MYC por ISH e 2 | casos, o gene c-MYC pode ser
Finlandia. origens, Estat.: Ndo especificada. amostras mostraram hiperexpresséao por Q. adequadamente transcrito a mMRNA
incluindo 2 mas ndo é traduzido na oncoproteina
VSCCs. apropriada.

Legenda: VSCC, Carcinoma de Células Escamosas da Vulva; IIQ, Imunoistoquimica; An. Estat., Andlise estatistica; FISH, Hhibridacdo in situ

Fluorescente; VIN, Lesdo Vulvar Intraneoplasica; PCR, Reacdo em Cadeia da Polimerase; T1/2, T1 (2 cm); T2 (> 2cm); FFPE, Tecido Fixado em
Formalina Emblocado em Parafina; VC, Condilomas Vulvares; HG-VIN, VIN de Alto Grau; d-VIN, VIN Diferenciada; M-FISH, Multicolor FISH; RxFISH,
FISH com bandamento colorido; CGH, Hibridacdo Gendmica Comparativa; CBC, Carcinoma Basocelular; ISH, Hibridacdo in situ; MLN, Metastase

Linfonodal.




Anexo 2 - Protocolo de Coleta de Dados Clinicos (SAME)

Ne° ficha:
L 1
Departamento de Ginecologia — Hospital A.C.Camargo
Nome:
RGH:[ ]
Data admissao (Ginecologia): .....ccccceeeevviiiciiienneeeeeeennnn [ / / ] data_admis
Dados demograficos
1. DatanasCimento: .....cccccoeeeiiiieeieniiiiee e [ / / ]
data_nasc
2. Idade a0 diagnOStiCO(AN0S): .iiiiivt weveiiiiiiie et [ 1]
idade
3. Raga: [1] branca [2] negra [3] parda [4] amarela [99]ignorado[ ]cor

4. Estado civil: [1] solteira [2] casada [3] separada [4] viva [99] ignorado [ ] civil

5. Escolaridade: [0] analfabeto [1] 1° incompleto [2] 1° completo [

] escola

[3] 2° incompleto  [4] 2° completo [5] superior incompleto [6] superior completo [99]

ignorado

Dados clinicos

6. Sintomas: [0] ndo [1] sim  [99] ighorado [ ] sintomas
a. Ulceracédo: [0] ndo [1] sim  [99] ignorado [ ] ulcera
b. Tumor: [0] ndo [1] sim  [99] ignorado [ ]tumor
c. Prurido: [0] ndo [1]sim  [99]ignorado [ ] prurido
d. Secrec¢do: [0] ndo [1] sim  [99] ignorado [ ] secrecao
e. Sangramento: [0] ndo [1] sim  [99]ignorado........ [ ] sangue
f.  Outro sintoma: [ ] outro_sint
Duracéo dos sintomas (meses): .........c....... [99] ignorado...... [ ] durac_sint
Menarca (idade): ........occcvvvmiiiieenennnnnn. [99] ignorado..................... [ ] menarca
Menopausa (idade)............ [0] ainda no menacme [99] ignorado.......... [ ]
menopa
10. Coitarca (idade): ......ococevveviiiiieeniiieeen, [99] ignorado..................... [ ]coitarca
11. Parceiros (numero): .......... [100] incontaveis ... [99] ignorado........ [ ]
num_par
12. Gestagdes (NUMEro): .....ccoecveeevennenenn. [99] ignorado..................... [ ] gesta

13. Partos (NUMEr0): ...cccovveeeeviieeeeeiiiiieeeens [99] ignorado...............c..... [

] parto



14.
15.
16.
17.
18.

19.

20.

21.

22.

Abortos (NUMEro): ...cccoccevveeeeeviiiicnnnns [99] ignorado..................... [ ] aborto
Anticoncepcional oral: [0] ndo [1] sim-atual [2] sim-passado [99] ignorado [ ] aco
Etilismo: [0] ndo [1] sim-atual [2] sim-passado [99] ignorado............ [ ] alcool
Tabagismo: [0] ndo [1] sim-atual [2] sim-passado [99] ighorado.......... [ ]tabaco
Lesdes associadas: [0] ndo [1] liquen escleroso [2] NIV ......... [ ] lesao_assoc
[3] Paget [4] condiloma/HPV  [5]
outra
Localizacéo:
a. Grande labio ............... [0] ndo [1] sim......cueee. [ ] gde_lab
b. Pequeno labio [0] ndo [1] SIMeeeiiiiiiiiieeeee e [ ] peq_lab
c. Clitoris.......... [0] ndo [1] SIMueeiiiiiiiiieiieee e, [ ] clitoris
d. Perineo ......cccccecvveennnnn [0] ndo [1] SiM..eeeeeiinee, [ ] perineo
Lateralidade: ............ [1] unilateral [2] bilateral............... [ ] lado
[3] central [4] unilateral-compromete linha média
Extensédo estruturas adjacentes: ....... [0] ndo [1] sim........... [ ] adjac
a. Uretradistal (1/3inf): .......... [0] ndo [1] sim............ [ ]
uretra_dist
b. Uretra proximal (2/3 sup): ....... [0] ndo [1] sim....... [ ] uretra_prox
c. Vaginadistal (1/3inf): ............. [0] ndo [1] sim........ [ ]
vagina_dist
d. Vagina proximal (2/3 sup): ......... [0] ndo [1] sim..... [ ]
vagina_prox
e. Anus: ..o, [0] ndo [1] SIM.eviiieiiiieceeee e [ ]anus
f. Bexiga: ...ccccccvunens [0] ndo [1] sim.................... [ ]bexiga
g. Reto: ....ccceriinns [0] ndo [1] SIMuueeiiiiiiiiiiiiieeeee [ ] reto
h. Parede 0ssea: ............... [0] ndo [1] SiMuceeiiiiiiiiiiiee, [ Josso

Avaliacéo linfonodal pré-op:
a. LND inguinal palpavel: [0] ndo [1] unilateral [2] bilateral [ ] LND_palp
b. LND ulcerado ou fixo: [0] ndo [1] sim........... [ ]LND_ulcer
c. LND na TC pelve: [0] ndo [1] inguinal [2] pélvico [3] ambos|[ ]LND_TC

Dados do tratamento

23.

Tipo de tratamento:
a. Cirurgia: ..... [0] ndo [1] sim  [99] ignorado ........... [ ] cirurgia
b. RXT neoadjuvante: [0] ndo [1] sim  [99]ignhorado [ ] rxt_neo
c. QT neoadjuvante: [0] ndo [1] sim  [99]ignhorado [ ] gt_neo
d. RXT adjuvante: ...... [0] n&o [1]sim  [99]ignorado ........... [ ]

rxt_adj



e. QT adjuvante: ........ [0] ndo [1] sim  [99]ignorado ........... [ ]
gt_adj
24. Resultado neoadj: [1] resposta completa [2] resposta parcial [ ] result_tto
[3] doenca estavel [4] progressao d¢ [88] ndo se
aplica
25. Data da Cirurgia: ..oeoveeveciiiieeiee e [ / / ] data_cir
26. Cirurgia vulva: [1] resseccao local ampla [2] hemivulvectomia [ ] cir_vulva

[3] vulvectomia radical classica

incisao

27

. Cirurgia inguinal: [0] nenhum [1] LND inguinofemoral bilateral...... [
[2] LND inguinofemoral unilateral
bilateral

[4] LND inguinal superficial unilateral

[4] vulvectomia radical tripla

] LND_ing

[3] LND inguinal superficial

28. Linfadenectomia pélvica: [0] ndo [1] SIM coveeeeeeeeee, [ JLND_pelv
29. Reconstrucdo: [0] ndo [1] retalho local [2] gracil [3] reto abdominal [ ] reconstr
[4] tensor fascia lata [5] glateo [6] outra
30. Complicagfes: .............. [0] ndo [1] SIMueeeiiiiiiiieiiieees [ ] complic
a. Seroma: ......cccceeeeenn. [0] ndo [A] SIM ceeiiiiieiee [] seroma
b. Infeccdo ferida: .......... [0] ndo [1] sim ......... [ linfec_FO
c. Deiscénciaferida: ......... [0] ndo [1] sim ............ [ ] deisc_FO
d. Necrose retalho: ................ [0] ndo [1] sim ... [ ] necrose_ret
e. Linfedema: ................ [0] ndo [1] sim ...... [ ] linfedema
f.  Outracomplicagdo: .........ccccceereeennn. [ ]
outr_complic
Dados anatomo-patolégicos
31. NUmero AP: ..o, [ ] num_AP
32. Tipo histolégico: [1] CEC [2] adenocarcinoma [3] ca verrucoso.. | ] tipo_histol
[4] CBC [5] carcinoma SOE [7] outro
33. Tamanho (CM): ...cceveiiiiiiiiiieeeeee, [99] ignorado.................. [ ] tam_tu
34. Invasédo estromal / espessura (mm): ........ [99] ignorado.............. [ ]espess_ tu
35. Invaséo vasos linféaticos: [0] ndo [1] sim [99]ignorado.................. [ ]IVL
36. Invasé@o vasos sanguineos: [0] ndo [1] sim [99] ignorado................. [ ]
IVS
37. Invasdo perineural: [0] ndo [1] sim [99] ignorado................. [ ]IPN
38. Indice MIitOtiCO: ..oovvveeveeeieeceeeeeeeee, [99] ignorado................. [ ] mitose
39. Grau histoldgico: ..ccccceeevviiiieeiiiiee e [99] ighorado................. [ ] grau_histol
40. Margens cirurgicas: [0] livres  [1] comprometidas [99] ignorado [ ] margem



41. Distancia margem livre (mm): [88] ndo se aplica  [99] ignorado[ ]
margem_mm

42. Linfonodos dissecados (nimero):

a. Inguinal superficial: ........ccccvieeeens [ ] LNDdis_sup
b. Inguinal profundo: ......ccccceiiiiiiiiiiii e, [ ] LNDdis_prof
C. PAIVICO: ..o [ ] LNDdis_pelv
43. Linfonodos comprometidos (nimero):
a. Inguinal superficial: .....ccccvcveeeeiiii [ ]
LNDpos_sup
b. Inguinal profundo: ......cccceeeiiiiiieiiiiiieeee [ ] LNDpos_prof
C. PEAIVICO: ooiiiiiiiiii i [ ] LNDpos_pelv
44. Lateralidade linfonodos positivos:[1] uni [2] bilateral [99] ignorado [ ] LND_lateral
45. Transposigéo capsular: [0] ndo [1] sim [99] ignorado........ [ ]
LND_capsula

Dados de Estadiamento
46. FIGO: [1] 1 A [2]1B [3]11 AR N—— [ ]
FIGO
[5] Il B [6] IIC [7] IV A [8] IV B

Dados de seguimento

47. Recidiva: ............. [0] ndo [1] sim..cccoeeeieiiiiiiieeis [ ] recidiva

48. Padréo recidiva: [1] local [2] linfonodal [3] distancia  [4] locorregional +
distancia [

] padrao_rec

49. Data da recidiva locorregional: ...................... [ / / ]
data_rec_loc

50. Data da recidiva diStancia: .......cccccoeeveeiiniiiiieniiieeenn, [ I ]

data_rec_dist

51. Resgate: [0] nenhum [1] Cirurgia [2] RxT [3]1QT ......... [ ] resgate
[4] RXT + QT  [5] RXT + Cir [6] QT + Cir [7] Cir + RXT + QT
52. Data Ultimo seguimento: ......ccccceeevcvvieeeeiiiieneens [ / / ]

status_data
53. Status: [0] vivo sem cancer [1] vivo com céncer [3] MOCA...........ccueeeene [ ]
status

[4] morte sem céncer [5] morte sem especificacédo



Anexo 3 - Producéo Cientifica Vinculada a Dissertacao

Abaixo, estdo relacionadas as publicacdes que, até 0 momento, foram
frutos dos resultados obtidos pelo presente projeto, além de resumos
publicados e apresentados em anais de congressos, bem como os préximos

passos.

A Etapa de Publicag&o de Resultados

1- Artigo submetido a revista Cancer Investigation, entitulado
"Characterization of socio-demographic and clinicopathological features in
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correlation with prognostic factors and clinical data”.



Trabalhos publicados em congressos

Maia BM, Lavorato-Rocha A, Rodrigues IS, Stiepcich MM, Cestari FM,
Baiocchi G, Guimaraes GC, Vassallo J, Soares FA, Rocha RM. HER-2 and
EGFR in vulvar carcinomas: predictors of poor prognosis? In: IV Encontro
de Patologia Investigativa do Hospital A.C. Camargo, 2011, Sdo Paulo.

Maia BM, Lavorato-Rocha A, Rodrigues IS, Stiepcich MM, Baiocchi G,
Guimaraes GC, Stiepcich MM, Soares FA, Dias-Neto E, Rocha RM. ERBB
family alterations in vulvar carcinoma: correlation with prognostic factors,
clinical data and protein expression. In: 2" AC Camargo Global Meeting -

School of Science, 2011, Sao Paulo.

Maia BM, Rodrigues IS, Lavorato-Rocha A, Baiocchi G, Guimaraes GC,
Cestari FM, Soares FA, Stiepcich MM, Rocha RM. HER-2 and EGFR as a
target for vulvar carcinoma. In: XXVIlI Congresso Brasileiro de Patologia e
XXVII Congreso de la Sociedad Latinoamericana de Patologia, 2011,

Maceid.

Rodrigues IS, Lavorato-Rocha AM, Maia BM, Stiepcich MM, Cestari FM,
Baiocchi G, Guimaraes G, Vassallo J, Soares FA, Rocha RM. Identificacédo
molecular dos subtipos virais de papiloma humano encontrados em
carcinomas de vulva e sua associagdo com fatores prognésticos da doenca.
In: XIV Jornada Internacional de patologia investigativa 2011, Sao Paulo.

Baiocchi G, Cestari FM, Cestari LA, Rocha RM, Faloppa CC, Oliveira RAR,
Fukazawa EM, Kumagai 1Y, Badiglian-Filho |, Maia BM, Rodrigues IS,
Lavorato-Rocha AM, Guimardes G, Soares FA. Role of number of resected
and metastatic lymph nodes in vulvar cancer. In: 17" Congress of the
European Society of Gynecologic Oncology, International Journal of

Gynecological Cancer, 2011, Mildo.

Baiocchi G, Cestari F, Cestari LA, Rocha R, Kumagai LY, Faloppa CC,
Badiglian-Filho L, Oliveira RAR, Rodrigues |. Maia BM, Lavorato-Rocha A,



Fukazawa EM, Guimarédes GC, Soares FA. Pelvic lymph node metastasis in
vulvar cancer. In: 17" Congress of the European Society of Gynecologic

Oncology, International Journal of Gynecological Cancer, 2011, Mildo.



Anexo 4 - Proximos Passos

Como proximos passos do presente trabalho, pretendemos continuar
a escrita das publicagbes dos demais resultados obtidos pelo presente
projeto e, como possivel projeto futuro, pretendemos realizar uma avaliagdo
do papel de microRNAs em carcinomas de vulva na presenca e auséncia da
infeccdo pelo virus do HPV, jA que a expressdo desregulada destas
moléculas tem sido demonstrada como um dois maiores determinantes da
tumorigénese. Deste modo, pretendemos realizar a caracterizacao do perfil
de expressédo de miRNAs em amostras de carcinomas de vulva na presencga
e auséncia de HPVs de alto risco, a busca in silico dos principais alvos
destes microRNAs e, ainda, a avaliacao in vitro da expressao destes alvos
dos microRNAs na presenca de miméticos destas moléculas ou anti-

miRNASs.



