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RESUMO

Crespo RB. Andlise da expressao protéica de marcadores da via WNT
em carcinoma de vulva com HPV positivo e negativo. Sdo Paulo; 2012.

[Dissertacdo de Mestrado-Fundag¢ao Anténio Prudente]

INTRODUGAO: O carcinoma vulvar é uma neoplasia ginecoldgica rara,
representando aproximadamente 3-5% dos tumores genitais femininos e 1%
dos canceres na mulher. O carcinoma epidermoide usual e suas variantes
representam mais do que 90% dos casos. Na ultima década, intensificou-se
o estudo deste tumor devido o aumento da incidéncia da doenca, além de
serem limitados os conhecimento existentes das alteragcbes moleculares
neste tipo de tumor. OBJETIVOS: Avaliar a expressao das protéinas da via
do WNT (Wnt1, Wnt2, Frizzled1, B-Catenina, Gsk3[, Ciclina D1, CD44,
CMYC) em carcinoma epidermodide vulvar e sua associagdo com o
prognostico, através da técnica de imunoistiquimica e ainda, correlacionar as
possiveis alteracdes na via Wnt com a presenca ou auséncia de HPV.
METODOS: Cento e vinte casos de carcinoma epiderméide vulvar foram
selecionados dos arquivos do Hospital A. C. Camargo. As laminas e blocos
originais foram re-avaliados, re-classificados e selecionadas as areas
tumorais para a construgdo dos microarranjos de tecido (TMAs). Foram
avaliadas a expressao das protéinas da via do WNT através de técnicas de
imunoistoquimica e analisadas pelo sistema automatizado de imagem,
Aperio. Foi extraido DNA dos casos parafinados, amplificado via PCR e
tipado o HPV através do kit Linear Array HPV (Roche). RESULTADOS:
Foram observados os seguintes aspectos: (1) Aumento da frequéncia do
carcinoma de vulva com o aumento da idade; (2) Predominancia de
pacientes da raca branca em relacdo a nao-branca; (3) Baixo nivel
educacional como um importante fator de risco para o desenvolvimento da
doencga; (4) Positividade de HPV em cerca de 40% das amostras é

semelhante ao citado na literatura; (5) A avaliagdo dos marcadores da via



WNT demonstrou que o HPV parece nao interferir nesta via.
CONCLUSOES: Em carcinomas de vulva, a presenca do HPV parece no
interferir na imuno expressdo dos marcadores da via do WNT avaliados
neste estudo, ainda observamos que a via do WNT parece estar ativa porém

nao alterada ndo podendo entédo associa-la ao progndstico.



SUMMARY

Crespo RB. [Protein expression analysis of markers from WNT pathway
in HPV positive and negative vulvar carcinomas]. Sado Paulo; 2012

[Dissertacdo de Mestrado-Fundagao Anténio Prudente].

BACKGROUND: Vulvar carcinoma is a rare gynaecological tumor,
representing around 3-5% of female genital tumors and 1% of cancers in
women. It is more commonly found as epidermoid carcinoma, which
represents 90% of vulvar tumors. In the last decade, the study of this tumor
has been intesified due to the increase in incidence. Besides that, knowledge
on the molecular alterations in vulvar carcinoma is poor. GOALS: Evaluate
immunohistochemitry expression of proteins from WNT pathway (Wnt1,
Wnt2, Frizzled1, B-Catenin, Gsk3, Ciclin D1, CD44, and CMYC) in vulvar
epidermoid carcinoma and its association with prognostic, and also correlate
possible alterations in WNT pathway with HPV infection. METHODS: One
hundred and twenty samples of vulvar epidermoid carcinoma were selected
from the files of A. C. Camargo Hospital. Original HE slides and blocks were
re-evaluated and re-classified, and tumoral areas were selected for the
construction of tissue microarrayas (TMAs). Expression of WNT pathway
proteins was evaluated using immunohistochemistry technique, and slides
were analyzed through the automated image system Aperio. DNA was
extracted from the samples in paraffin blocks and amplified using PCR
technique. HPV subtype was identified using Linear Array HPV Kit (Roche).
RESULTS: The following aspects were observed: (1). Increase of incidence
of vulvar carcinoma as age increases; (2). Predominance of white patients
compared to non-whites; (3). Low educational level as an important risk for
the disease development; (4). Positivity for HPV in around 40% of samples is
similar to literature reports; (5) Evaluation of WNT markers have
demonstrated that HPV does not interferes in this pathway. CONCLUSIONS:

In vulvar carcinomas, presence of HPV does not seem to interfere in the



immunoexpression of WNT pathway markers evaluated in the present study.
Moreover, we observe that WNT pathway seems to be active but it is not

altered, and therefore it cannot be associated to prognosis.
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1 INTRODUGAO

1.1 ANATOMIA E HISTOLOGIA DA VULVA

A vulva é a parte externa do érgéo genital feminino, sendo constituida
pelos monte pubico, pequenos e grandes labios, clitéris, além da abertura da
uretra e pequenas glandulas que se abrem no vestibulo - espago
correspondente a abertura externa da vagina, incluido pelos pequenos labios
(FRISTACHI 2004; JUNQUEIRA e CARNEIRO 2004), sendo provida de
abundante vascularizagdes e inervagdes (FONSECA-MOUTINHO 2008).

Os pequenos labios sdo 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).

Os grandes labios sao dobras da pele composta por tecido adiposo e
uma fina camada de musculo liso, sua superficie interna é formada de uma
estrutura histolégica semelhante a dos pequenos labios e a superficie
externa apresenta foliculos pilosos, glandulas sebaceas e sudoriparas
(JUNQUEIRA e CARNEIRO 2004).

O epitélio vulvar constantemente sofre a influéncia de secrecdes

vaginais, urina e fezes, além de traumas quimicos por produtos de higiene e



fisicos por pecas de vestuario (FONSECA-MOUTINHO 2008). Sendo assim
€ grande o numero de doengas que pode acometer a regidao da vulva, como
as lesdes de patologia cutdnea especifica, doengas sexualmente
transmissiveis, repercussdes de doencgas locais e sistémicas, urinarias ou
cérvico-vaginais, lesdes traumaticas e neoplasias benignas e malignas
(MARTINS 1999) sendo que, dentre estas lesdes, os tumores sdo as mais
significativas (ROBBINS et al. 2006).

O cancer de vulva atinge a parte externa do aparelho reprodutor
feminino e abrange cerca de 3 a 5% das neoplasias desta regido anatémica
(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 do cancer de vulva tem aumentado
consideravelmente, crescendo 2,4% por ano de 1992 a 1998.

As estimativas de neoplasias atuais no Brasil, ndo mostram com
clareza os dados acerca do carcinoma vulvar. Dados da Fundacéao
Oncocentro apontaram, em 1990, uma incidéncia de 3,6/100.000 no estado
de Sao Paulo e em 1992, o IARC, 6rgdo da OMS, classificou a cidade de
Recife-PE com a maior incidéncia no mundo: 5,6/100.000 (PARKIN et al.
1992). A Sociedade Americana de Cancer estimou que, aproximadamente,
3.900 novos casos de carcinoma de vulva seriam diagnosticados em 2010

nos Estados Unidos, resultando em 920 mortes.



1.2 ETIOLOGIA DO CARCINOMA VULVAR

Estudos epidemiolégicos, clinicos, histopatolégicos e moleculares
demonstram que existem hoje duas classes de carcinomas vulvares: uma
que nédo esta relacionado a presenga do papiloma virus humano (HPV) e
uma relacionado a presenca do HPV (PINTO 2002; VAN DER AVOORT et
al. 2006; LANNEAU et al. 2009).

Na primeira, as mulheres acometidas pela doenga sdo mais velhas —
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 mutagdes em p53, ndo estando estes tumores
relacionados a infecgcdo pelo HPV (MONK et al. 1995; PINTO 2002;
WOELBER et al. 2009).

Na segunda classe as mulheres acometidas apresentam faixa etaria
entre 35 e 65 anos de idade nas quais os tumores, geralmente do tipo
basaldide ou condilomatoso, estdo frequentemente relacionados a infecgao
por HPV de alto risco, como o HPV16, 18 e 33. Existe um alto risco de
aparecimento de tumores em outros sitios do trato genital inferior,
principalmente na cérvice uterina, neste grupo (MONK et al. 1995;

WOELBER et al. 2009).



1.3 FATORES DE RISCO

Sempre foi observado que o carcinoma vulvar acometia mulheres em
idade mais avancada, entre 65 e 75 anos. Nos Ultimos anos tém se
observado um aumento considerado da incidéncia tanto entre mulheres
acima de 70 anos quanto em mulheres jovens (FRISTACHI 2004; BUXANT
et al. 2005, WANG et al. 2008). Este aumento estd relacionado,
principalmente, a infecgdo pelo HPV, ao consumo de tabaco (PARKIN et al.
1992; INSINGA et al. 2008), presenga de neoplasias intraepiteliais (VINs),
dentre outros fatores.

As mulheres fumantes possuem um risco trés vezes maior para o
acometimento por carcinoma de vulva em relacdo as ndo fumantes. 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 presenga de componentes do cigarro como a nicotina e a
cotinina, bem como seus metabdlitos no muco cervical de pacientes
fumantes. Estes componentes tém sido demonstrados por diminuir
populagdes de células de Langerhans e linfocitos T, sendo estas
responsaveis pela produc¢do de Interleucina 2 (IL2) e pela propagacéo da
resposta imune mediada por linfocitos T auxiliares (Th1), que & um
mecanismo chave no combate a infecgdo pelo HPV. Sendo assim, um
aumento da imunossupressdao 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 NEOPLASIAS INTRAEPITELIAIS VULVARES (VINS)

O termo Neoplasia Intraepitelial Vulvar (VIN) foi proposto ha mais de
20 anos pela Sociedade Internacional para o Estudo de Doencgas vulvo-
vaginais (ISSVD) e posteriormente, reconhecido pela Sociedade
Internacional de Patologia Ginecolégica (ISGYP) e pela Organizagéao
Mundial da Saude (OMS). Em 2004, a entidade passou por alteragées em
sua terminologia, anteriormente classificadas como VINs [-lll. Elas sé&o,
agora, subdivididas em dois grupos, VIN classica ou usual e VIN
diferenciada ou simplex. De acordo com FONSECA-MOUTINHO (2008), a
alteracao da terminologia se deu pelo reconhecimento de que na vulva ndo
existe zona de transformagdo como no colo do utero; pela raridade e fraca
reprodutibilidade da VIN IlI; e de que as lesbes VIN |, em geral,
correspondiam a reagdes inflamatorias do epitélio vulvar desencadeadas por
estimulos diversos.

Dentre as VINs classicas, que compreendem as lesdes de alto grau
antigamente chamadas VIN Il e Ill é possivel detectar o genoma dos HPVs
de alto risco em 66 a 100% dos casos, especialmente HPV 16, sendo que
em cerca de 60% dos casos, a doenga é multifocal e/ou multicéntrica

(FONSECA-MOUTINHO 2008; KNOPP et al. 2009).



O grupo das VINs diferenciadas representa as VINs de grau lll, 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 visualizagdo da
existéncia das duas vias do desenvolvimento do carcinoma de vulva citadas
anteriormente, uma relacionada ao HPV e outra nao relacionada. Desta
forma, uma vez que uma proporcdo substancial de tumores invasivos da
vulva apresenta lesdes precursoras associadas, existe uma grande
importancia em se conhecer a historia natural da VIN, visando prevenir o

carcinoma vulvar e evitar cirurgias radicais para o seu tratamento.

Tabela 1 - Classificagdo das Neoplasias Intraepiteliais Vulvares (VINs)

VIN USUAL/ VIN DIFERENCIADA/
CLASSICA SIMPLEX

Terminologia anterior VIN graus Il ou Il VIN Il do tipo diferenciada

Associagéao HPV Liquen escleroso

Grupo etario Mulheres abaixo dos 45 Mulheres acima de 45 anos
anos

Tipo de lesdo Condilomatosa e basaldide Ceratinizante




1.4.1 Virus do Papiloma Humano (HPV)

O papiloma virus 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
desregulagéo ocorre através da interagdo entre os oncogenes virais com as
proteinas regulatérias do ciclo celular, estando o ciclo de vida deste virus
intimamente associado ao programa de diferenciagdo da célula intraepitelial
do hospedeiro (ZUR HAUSEN 2002).

Uma vez nas células da camada basal a expressao génica viral &
firmemente reprimida pelo proprio sistema de defesa do organismo. Apesar
disto, ainda existe neste momento uma expressao limitada de proteinas dos
genes precoces virais E (do inglés early), E5, E6 e E7, 0 que resulta em um
aumento da proliferacdo celular e expansao lateral das células infectadas. A
proteina viral E5 parece ter importancia nas fases iniciais do curso da
infecgcado, através do estimulo do crescimento celular por meio da formagao
de complexos com EGFR, PDGFR, dentre outras proteinas do hospedeiro,
além de prevenir o processo de apoptose seguido por dano ao DNA.

Em neoplasias de colon apds a entrada do virus nas camadas para-
basais, genes virais tardios (late) comegam a ser expressos, o genoma
circular do virus é replicado e proteinas estruturais 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 é deletada e as
proteinas E6 e E7 sao constitutivamente expressas: E6 interage com p53 e
E7 com RB, bloqueando, 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 de vulva. A maior parte concorda que o tipo
16 € o mais frequentemente encontrado, seguido dos tipos 33 e 18 (PINTO
2002). INSINGA et al. (2008) realizaram uma revisao sistematica a respeito
da prevaléncia dos tipos de HPV dentre diversos tipos de neoplasias e
lesdes pré-neoplasicas 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¢des por mais
de um tipo de virus foi observada em 6% dos casos e a proporgao de casos
positivos para qualquer tipo de HPV dentre os carcinomas de vulva foi de

65%.

1.4.2 Outros fatores de risco

Aspectos comportamentais, reprodutivos, hormonais, genéticos,
presenca de outros carcinomas genitais, histérico de verrugas genitais,
doencas inflamatdrias crénicas vulvares, infecgcao pelo HIV e estados de
imunossupressdo também podem aumentar o risco de desenvolvimento do
carcinoma vulvar (PINTO 2002; DAVIDSON et al. 2003) e ainda na idade

avancada relacionada-se a ocorréncia de mutagdes no epitélio vulvar,



decorrentes do processo de envelhecimento (PINTO 2002). Fatores que
foram identificados para outros tumores epidermadides, como a exposicao a
luz solar e a radiacao ultravioleta parecem nao estar relacionados as lesdes
vulvares (POLLOCK et al. 2008).

Uma revisdo retrospectiva em mulheres com carcinoma de vulva
demonstrou uma correlagdo 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 sécio-econémico (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) devido ao homens jovens terem habito
frequente de coito com animais, baixo status sécio-econdmico (RR, 1.89),
menopausa antes dos 45 anos (RR, 1.84), maus habitos de higiene (RR,
1.76), disturbios endécrinos (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 para o carcinoma de vulva
inversamente relacionado a falta de consumo de vegetais verdes e cenoura,
indicando que o risco para este tipo de tumor pode estar relacionado a
nutricdo das pacientes. 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).
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1.5 TIPOS HISTOLOGICOS

O carcinoma de células escamosas ou epidermoide (SCC ou CEC) é
o cancer de vulva mais comum, correspondendo a aproximadamente 90%
dos carcinomas vulvares, sendo que este grupo € subdividido nas seguintes
variantes morfologicas: carcinomas do tipo basaléide, condilomatoso,
verrucoso, ceratinizantes e ndo-ceratinizantes (PINTO 2002; BUXANT et al.
2005). A outra porcentagem de neoplasias malignas € composta por
adenocarcinomas, melanomas, sarcomas, carcinomas Verrucosos,
basocelulares e doenga de Paget (HOLSCHNEIDER e BEREK 2002), como

demonstrado na Tabela 2.

Tabela 2 - Tipos Histolégicos de neoplasia Vulvar

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

células transicionais, adenoide cistico)

Sarcoma <1

Fonte: HOLSCHNEIDER e BEREK (2002).
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O carcinoma in situ (VIN) é considerado uma lesao precursora do
carcinoma invasivo, existindo um histérico de passado positivo de carcinoma
in situ em pacientes e a presenca deste tipo de lesdao coexiste nos limites de
muitos carcinomas invasivos (POLLOCK et al. 2008). Da mesma forma,
cerca de 60% dos carcinomas de vulva possuem VIN adjacente, sendo que
nos casos de carcinoma superficialmente invasivo, existe esta coexisténcia
em 85%. Liquen escleroso, comumente associado com hiperplasia e/ou VIN
diferenciada pode ser encontrado nas adjacéncias do carcinoma vulvar em
15 a 40% dos casos (MOORE et al. 2009).

O carcinoma escamoso ceratinizante bem diferenciado ou CEC grau
histolégico 1 apresenta notavel maturagao celular e ceratinizagéo. As células
da camada basal exibem, tipicamente, atipia leve a moderada, sendo que
esta atipia diminui a medida que as células maturam-se, e esta diminuicao é
vista na superficie do tumor e nos centros dos nichos tumorais invasores.
Este tipo de tumor é frequentemente, associado a VINs diferenciadas e
dermatoses inflamatérias, sendo geralmente negativas para o HPV (CRUM
et al. 2005).

Os carcinomas de células escamosas moderadamente diferenciados
(CEC de grau Il) e pouco diferenciados (CEC de grau Ill) estédo
frequentemente associados ao HPV e apresentam como principais
caracteristicas a presenga de camadas de células escamosas neoplasicas
imaturas com alta relagao nucleo-citoplasma; uma tendéncia de crescimento
coesivo e que imita a doenca intraepitelial; perda de polaridade celular e a

tendéncia por formar camadas celulares irregulares; maturagao variavel,
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ceratinizacado e pseudocoilocitose. Estes tumores sédo frequentemente, mas
nao invariavelmente, associados a VIN classica e HPV (CRUM et al. 2005).

Outra categoria € formada pelos carcinomas verrucosos, que sao
definidos como carcinomas epidermodides muito bem diferenciados, com
baixo risco de formacdo de metastases linfonodais. O tumor é exofitico e,
além da falta de atipia, a invasao se faz em blocos celulares com contornos
arredondados, de dificil avaliacdo. Uma caracteristica deste tumor é a
discreta interface epitélio-estroma, além de minima ou nenhuma atipia basal
ou superficial (CRUM et al. 2005; MOORE et al. 2009).

Além do tipo tumoral, a profundidade de invasao do tumor, espessura,
padrdo de crescimento, grau histolégico, bem como a invasao do espago
vascular sao caracteristicas patoldgicas importantes. A profundidade de
invasao é definida como a medida da jungdao dermoepidérmica até o ponto
de invasao mais profundo do tumor. A espessura do tumor € a medida da
superficie da lesdo até o ponto de invasdo mais profundo de invasdo. Ja o
padrao de crescimento do tumor influéncia nas taxas de metastases
linfonodais e sobrevivéncia. Trés aspectos descrevem os padrdes 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 séo tumores bem diferenciados e

raramente invadem o espaco vascular; (3) padrao de crescimento digitiforme
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(finger-like, spray ou difuso), padrdao 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 visto neste tipo de tumor que em outros de caracteristica

compacta (MOORE et al. 2009).

1.6 SINAIS E SINTOMAS

O carcinoma vulvar ndo possui sinais e sintomas caracteristicos,
sendo assim, cerca de 10% das doentes s&o assintomaticas (FONSECA-
MOUTINHO 2008). No entanto, os sintomas mais comumente relatados sao
o prurido vulvar, ardor, dispareunia, sangramento, corrimento, nodulo ou
ulceragdo 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 duragédo, local e no tipo histologico. As lesbes podem ser
ulcerativas, nodulares ou exofiticas e geralmente estdo localizadas nos
labios e nas estruturas laterais da metade superior da vulva. As lesdes que
surgem no clitéris ou perineo sdo menos comuns, mas sdo locais primarios

nos quais as lesdes sao facilmente reconheciveis (POLLOCK et al. 2008).



14

1.7 DIAGNOSTICO

Na avaliagdo da paciente com carcinoma vulvar deve ser levada em
consideragcdao a extensdo clinica do tumor, a presenca de doencgas
coexistentes e planos de tratamento prévios. A avaliacao inicial deve incluir
um exame fisico detalhado da paciente constando as medidas do tumor
primario, avaliagdo da extensdo da mucosa adjacente e estruturas dsseas,
além do possivel envolvimento de linfonodos inguinais (MOORE et al. 2009).

Estudos radiograficos e endoscépicos 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 ser
comumente multifocais, a avaliagdo da vagina e da cérvice, incluindo
exames de citologia oncotica, deve ser sempre realizada em mulheres com
carcinoma vulvar (MOORE et al. 2009).

De acordo com POLLOCK et al. (2008), € recomendado que todos os
casos suspeitos de carcinoma vulvar sejam submetidos a bidpsia para
confirmar o diagndstico e a caracterizagdo histologica dessas lesdes antes

de qualquer terapia definitiva.

1.8 ESTADIO DA DOENCA

A Federagao Internacional de Ginecologia e Obstetricia (FIGO)

adotou em 1989 um sistema de estadio cirurgico modificado para o
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carcinoma de vulva, o qual permaneceu quase sem alteragcdes nas novas
recomendagdes em 1995 (MOORE et al. 2009).

O sistema prévio fornecia informacdes confiaveis a respeito do
tamanho e na localizagcdo do tumor primario, mas apresentava uma
avaliagao ineficaz do acometimento linfonodal em cerca de 20 a 30% dos
casos. A frequente discrepancia entre o estadiamento clinico e os achados
cirurgico-patolégicos levaram a aceitagdo da avaliagdo cirdrgica do status
linfonodal utilizada hoje. A American Joint Committee on Cancer publicou um
esquema de classificagdo TNM que é correlacionado com o sistema FIGO e

€ utilizado atualmente (MOORE et al. 2009).

1.9 PADROES DE DISSEMINAGAO DO CARCINOMA VULVAR

Os carcinomas vulvares costumam metastatizar de trés maneiras
distintas: Disseminagdo por crescimento local e extensdo pelos tecidos
adjacentes, disseminagdo por meio da embolizagao linfatica para linfonodos
regionais e disseminacdo por via hematogénica para sitios distantes. A
descricao clinica objetiva do crescimento local do tumor, categorizada no
TNM, é de grande valia para o estabelecimento de uma margem ampla na

resseccao cirurgica (MOORE et al. 2009).
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1.10 FATORES PROGNOSTICOS

A disseminagdo do carcinoma vulvar é, predominantemente,
linfogénico. Podemos encontrar com menos frequéncia a disseminagéo por
extensdo direta, assim como a hematogénica, que é muito rara (HACKER
2005). Sendo assim, o fator progndstico isolado mais importante para este
tipo de tumor é o estado dos linfonodos, seguido pelo tamanho da lesao.

O grau histologico, a espessura do tumor, a profundidade da invasao
do estroma e o envolvimento do espaco vascular linfatico contribuem para o
risco de envolvimento dos linfonodos, mas n&o séo preditores independentes
de sobrevida. As pacientes com linfonodos negativos tém taxa de sobrevida
em cinco anos maior que 90%, em comparagao com aproximadamente 50%
nas pacientes com linfonodos positivos (HOMESLEY et al. 1993).

O numero de linfonodos inguinofemorais positivos € um importante
fator progndstico. As pacientes com apenas um linfonodo
microscopicamente envolvido tém progndstico comparavel aquelas com
linfonodos negativos (HOLSCHNEIDER e BEREK 2002), enquanto a taxa de
sobrevida em dois anos é de 20% nas pacientes com trés ou mais linfonodos
metastaticos. A taxa de sobrevida de pacientes com linfonodos pélvicos
positivos & de aproximadamente 11%. Linfonodos que parecem fixos nas
estruturas mais profundas da regido inguinal ou na pele, geralmente
significam doenga em estadio avangado com um prognostico ruim

(POLLOCK et al. 2008).
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Os tumores de estadio | e Il ou tumores sem metastases linfaticas
apresentam excelente sobrevida livre de doenga apds cinco anos de 90% a
95%, na maioria das vezes. As pacientes com somente um linfonodo positivo
sem doenga extra-nodal também parecem ter um excelente prognéstico,
similar aquele de mulheres sem doencga linfatica. Os fatores progndsticos
claramente identificados para a doenga linfonodal séo (1) a profundidade de
invasao; (2) o numero de ganglios comprometidos, independentemente da
existéncia de doenca nodal bilateral ou da presenga de disseminacio
extranodal ou extracapsular; (3) o tamanho da metastase nos linfonodos
(POLLOCK et al. 2008).

Apesar de muitos estudos terem demonstrado de forma consistente
que o envolvimento dos linfonodos regionais é o fator de progndstico 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 préopria metastase linfatica

(POLLOCK et al. 2008).

1.11 TRATAMENTO

Para o alivio sintomatico da doente, bem como para evitar progressao
da doenca é necessario o tratamento imediato das lesdes. Na década de 50,
a vulvectomia radical era o tratamento mais utilizado (FONSECA-
MOUTINHO 2008). O desenvolvimento deste tipo de cirurgia, juntamente

com a linfadenectomia inguinofemoral bilateral, trouxeram uma grande
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melhoria na sobrevida das pacientes. No entanto, a cirurgia radical esta
associada a complicagdes pos-operatorias, tais como significante
morbidade, deiscéncia da ferida, infeccdo e linfedema, além de trazer
consequéncias psicossociais importantes, especialmente para as mulheres
mais jovens (PODRATZ et al. 1983; ANDERSEN e HACKER 1983; MOORE
et al. 2009).

A terapia é escolhida atualmente, dependendo da extensdo da
doenga, histérico médico, estado geral do paciente, recorréncia ou
primariedade do tumor, 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 cirurgicas menos radicais e propdem ressec¢des mais limitadas
para alguns subtipos considerados por representar uma doenga precoce ou
de baixo risco. Como vantagens para este tipo de abordagem tem-se a
manutencado de porg¢des significantes de vulva ndo acometida pelo tumor,
morbidade operatéria diminuida, bem como menores complicacbes pos-

operatorias (MOORE et al. 2009).

1.12 VIA DE SINALIZAGAO DO WNT

A via WNT (conhecida como Wingless Type) tem papel importante no
desenvolvimento embrionario e nos processos homeostaticos de diversas

especies, no entanto quando esta ativada de forma aberrante esta associada
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a carcinogénese (DOUCAS et al. 2006; GORDON e NUSSE 2006; MIKELS
e NUSSE 20086).

Os genes da familia do WNT codificam glicoproteinas secretoras de
38 a 45 KDa, que sao produzidas em diferentes tecidos e células, estao
associadas com a matriz extracelular, apresentam diversas funcdes, entre
elas, proliferagdo celular e diferenciacdo durante o desenvolvimento
embrionario (FINCH et al. 1997; KAWANO e KYPTA 2003).

Na via candnica, as proteinas Wnt agem através de receptores de
superficie celular sinalizando para proteinas citoplasmaticas estabilizando a
B-catenina, uma proteina multifuncional que age modulando a transcri¢gao de
genes alvos (BEHRENS e LUSTIG 2004).

A proteina Wnt, que se localiza no meio extracelular, induz uma
cascata de sinalizagdo intracelular se ligando a receptores
transmembranicos. Os receptores, mais conhecidos que ativam a via do
WNT compreendem: os membros da familia Frizzled (FZ) e os membros da

familia LRP 5 e LRP6 (Low-Density Lipoprotein Recetor Protein) (Figura 1).
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Legenda: A: A proteina Wnt esta desligada levando a fosforilagdo da B-catenina e sua
degradagdo por proteosomas. B: Ligacdo da proteina Wnt ao seu receptor levando a
destruicdo do complexo Axin-APC-GSK3p e acumulo de B-catenina no citosol e sua
translocagao para o nucleo.

Fonte: Cell Signaling Technology (2010)

Figura 1 - Estatos da via de sinalizagdo WNT

Na auséncia da sinalizacdo da via de WNT, a proteina citoplasmatica
Dishevelled (Dvl) ndo é ativada e a B-catenina que se encontra associada

7

com o complexo citoplasmatico Axin-APC-GSK3p ¢é fosforilada. A
fosforilagdo da B-catenina induz a sua degradagao por proteosomas.

O Wnt é secretado para fora da célula, e no meio extra-celular
interage com o0s seus receptores transmembranicos, Frizzled (Fz) ou

LRP5/6, ativa uma cascata de multiplos passos. A ligacao da proteina Wnt
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ao seu receptor induz uma mudanga estrutural no receptor que resulta no
recrutamento da proteina Dishevelled (Dvl), que é entdo fosforilada. Esta
subsequentemente leva a inibicado da GSK3p e a desintegragdo do complexo
multiproteico Axin e APC (polipose adenomatosa coli) na qual GSK3p
participa (FINCH et al. 1997).

Com a sinalizagdo de Wnt, o complexo Axin-APC-GSK3 é destruido
e nao fosforila p-catenina. A p-catenina nado fosforilada escapa do
reconhecimento por proteossomas, e ndao € degradada, levando o seu
acumulo no citosol e sua translocagcdo para o nucleo. No nucleo, a B-
catenina interage com o fator de transcri¢ao da familia TCF que inclui TCF-1,
TCF-3 e TCF-4 (fatores de crescimento de células T) e LEF-1 (fator de
crescimento de linfocitos), levando a ativagao da transcricdo de genes alvos
relacionados a proliferagcao celular, como Ciclina D1, CD44, CMYC, COX-2
entre outros (BAFICO et al. 1999).

A via do Wnt é modulada extracelularmente através de diversos
grupos de proteinas secretoras, que agem como antagonista da via de
sinalizacdo de Wnt. Esses inibidores incluem membros da familia das
Secreted Frizzled- Related Protein (SFRP ou FRP), Fator Inibidor de Wnt
(WIF), Cerberus, Dickkopf e Wise. As SFRPs, WIF e Cerberus podem se
ligar diretamente a proteina Wnt impedindo sua interagdo com o receptor
Frizzled. Alternativamente, a proteina Sfrp pode formar um complexo com o

receptor Frizzled, bloqueando a sinalizagdo de Wnt (BAFICO et al. 1999).
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1.12.1 Alteragoes na via de sinalizagao do WNT e carcinogénese

A desregulagao da via de sinalizacdo de WNT tem sido implicada em
muitas doencas hereditarias e no cancer. A ativagcdo constitutiva da
sinalizagdo do WNT €& um evento inicial em cancer colorretal e hepatocelular
(CHEN et al. 2008).

Um exemplo conhecido de alteracdo desta via que leva a
transformacgao neoplasica é a polipose adenomatosa familiar (FAP). A FAP é
associada a mutagdes germinativas no APC (Adenomatous Polyposis Coli),
caracterizada por centenas e milhares de pdlipos intestinais, que surgem na
puberdade, e com transformagao maligna por volta dos 40 anos (LOGAN e
NUSE 2004).

A presenca de mutacdes nos componentes da via de sinalizagao
WNT tem sido associada com uma variedade de canceres humanos. Por
exemplo, mutagdes na linhagem germinativa do gene APC podem causar
tumor colorretal. Mutagdes somaticas no gene APC estdo associadas com
mais de 80% de adenomas e carcinomas esporadicos colorretais.

Algumas mutag¢des no provavel sitio de fosforilagdo de GSK3- tém
sido mostrado em muitos canceres humanos, como carcinoma colorretal,
hepatocelular e melanoma. Mutagdes no gene da Axin tém sido identificadas
em carcinoma hepatocelular (CHEN et al. 2008). Também foram observadas
outras alteragdes na via WNT. Em linhagens celulares de neoplasias de
cabeca e pescoco, por exemplo, foram identificados niveis elevados de
RNAm das Wnts 1, 7, 10b e 13. Foram identificadas evidéncias que o

bloqueio da sinalizacdo Wnt1 leva a redugao na proliferacdo e aumento na
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apoptose. Estes efeitos sdo acompanhados pela redug¢ao na Ciclina D1 e B-
catenina (DOUCAS et al. 2006).

Alteragdes na expressao dos receptores Frizzled também pode estar
associada a invasao tumoral, uma vez que, enquanto FZD1 e FZD2 n&o sao
expressos na mucosa colonica normal, e em tumores bem diferenciados, ha
um alto nivel de expressdo destes receptores em tumores indiferenciados
(DOUCAS et al. 2006).

Sabe se que mutagdes no gene CTNNB1 (o gene que codifica a -
catenina) e o acumulo nuclear da B-catenina sdo importantes no
desenvolvimento de muitos tumores. A [B-catenina pode ser ativada por
outros mecanismos, tais como alteracbes em outros componentes da via de
sinalizagdo WNT, que podem levar a redugao na destruicdo da B-catenina
(DOUCAS et al. 2006).

A expressao nuclear da B-catenina estda aumentada em 75% nos
tumores coldnicos, em 56% nos tumores gastricos e em 26,9% nos tumores
hepatocelulares (DOUCAS et al. 2006).

Em orofaringe, foi comprovado in vitro que os oncogenes E6 e E7 do
HPV 16 estdo envolvidos no acumulo de [(B-catenina nuclear e ativagao da

via de sinalizacdo Wnt (RAMPIAS et al. 2010).
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2 OBJETIVOS

21 OBJETIVO GERAL

Avaliar a expressdo das proteinas da via WNT em carcinomas
vulvares, através da técnica de imunoistoquimica e correlacionar as
possiveis alteracbes na via de sinalizacdo do WNT com a presenga ou
auséncia de HPV em busca de marcadores moleculares preditivos de melhor

e/ou pior prognéstico.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1 Avaliar a expressao imunoistoquimica dos seguintes marcadores da
via WNT: Wnt1, Wnt2, Frizzled1, B -Catenina, Gsk3 [ fosforilado e

nao fosforilado, Ciclina D1, CD44, CMYC.

2 Realizar a genotipagem de HPV estabelecendo os tipos infectantes.

3 Comparar os dados de expressao proteica com parametros clinico-

patoldgicos e tipos de HPV infectantes.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 PACIENTES E ESPECIMES ANATOMOPATOLOGICOS

Foram selecionados através de analise de prontuarios 150 casos com
carcinomas vulvares, provenientes de pacientes que sofreram intervencao
cirargica no Hospital A.C.Camargo no periodo de 1979 a 2006.

Os blocos de parafina foram selecionados dos arquivos do
Departamento de Anatomia Patolégica do Hospital A.C.Camargo. Todos os
casos foram reavaliados por dois patologistas e somente 120 foram incluidos
no estudo por serem caracterizados histologicamente como carcinoma
epidermdide vulvar e apresentarem material suficiente para analise, os 30
casos restantes ndo fordo incluidos no grupo de estudo, por serem
caracterizados como carcinoma in situ e/ou ndo haver material suficiente

para analise no bloco de parafina.

3.2 COLETA DE DADOS CLINICOS

Os dados clinicos das pacientes foram coletados dos prontuarios da
Subdivisdo de Arquivos Médicos e Estatisticos (SAME) do Hospital, dentre
eles: idade, etnia, status menopausal, tamanho do tumor, grau nuclear, grau

histolégico, presenca inflamacdo, componente in situ associado, status
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linfonodal, estadiamento, data de inicio do tratamento, tipo de tratamento,

recidiva, local da recidiva, sobrevida livre de doencga e tempo de sobrevida.

3.3 CONSTRUGAO DOS MICROARRANJOS DE TECIDO (TMAS)

Todos os casos selecionados passaram por revisdo de diagnostico,
através da analise das laminas de H&E correspondentes, com o auxilio de
um microscopio optico binocular modelo Nikon® (Eclipse E100). 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 confec¢gado dos TMAs. 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. Cortes
seriados de 4p 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 da realizagado da imunoistoquimica (11Q).

3.4 A IMUNOISTOQUIMICA (1IQ)

As laminas de TMAs embebidas em parafina foram retiradas do

freezer a -20°C e, apés atingirem temperatura ambiente, foram colocadas na
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estufa a 60°C overnight para retirar o excesso de parafina. Em seguida,

foram colocadas em xilol por 20 minutos.

A reacao de imunoistoquimica foi realizada de modo automatizado na

plataforma Benchmark® - Ventana Medical Systems (lllkirch, Cedex, Franca),

(Figura 2), e utilizou os seguintes reagentes:

a)

Fluidos Volumosos: (1) EZ PREP: solugdo de desparafinizacao
patenteada pela Ventana, livre de alcool e xilol e cuja formulagao dos
reagentes nao esta disponivel. Juntamente com as placas aquecidas
onde sdo depositadas as laminas, €& responsavel pela
desparafinizagéo; (2) LCS (Liquid Coverslip: Solugédo oleosa de baixa
densidade responsavel por formar uma camara de reacdo sob o
tecido de modo a permitir uma homogeneizagao dos reagentes sobre
a lamina, bem como ndo deixar que eles evaporem e ressequem
durante o processo; (3) CC1 (Cell Conditioning One): Solugao tampao
de pH levemente alcalino a base de TRIS usada como pré-tratamento
no processamento de tecidos. Quando em alta temperatura, é capaz
de romper as ligagdes covalentes formadas pela formalina no tecido,
permitindo a reativagdo antigénica e aumentando a acessibilidade ao
anticorpo. (4) Reaction Buffer: Solugdo de tampao pH 7,4 responsavel
por promover um ambiente aquoso para a reacdo imunoistoquimica e
pela lavagem das laminas entre os varios passos da reagéao.

Kit de deteccao — UltraView Universal DAB Detection Kit - Trata-se de
um kit contendo 5 dispensadores que conta com uma tecnologia

baseada em um sistema de detecgao por multimeros para a deteccao
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sensivel e especifica de anticorpos primarios de coelho e
camundongo. O kit é livre de biotina, eliminando a marcagéao
inespecifica proveniente da biotina endégena. Além dos componentes
do kit de deteccdo, sdo acoplados a rack no momento da realizacao
da técnica, dois dispensadores: (1) Hematoxilina: Hematoxilina de
Mayer’'s modificada; e (2) Bluing Reagent: solugdo aplicada apds a
hematoxilina para fornecer uma contra-coloracéo a primeira.
Previamente as reacdes nas laminas de TMA, todos os anticorpos
utilizados no estudo foram padronizados em cortes inteiros de tumores
vulvares juntamente com controles positivos para cada tipo de proteina.
Os anticorpos usados bem como a sua padronizacdo estao

representados na Tabela 3.

Tabela 3 - Anticorpos utilizados nas reagdes de imunoistoquimica.

ANTICORP FABRICANT ~ TECIDO
P E CLONE DILUICAO CONTROLE
Wnt1 Abcam ab15251/Policlonal de 1100 Carcinoma de
Camundongo mama
Wnt2 Abcam ab50575/Policlonal de 1:200 Pulméo
Coelho
Frizzled1 Genway 4503825/Policlonal de 1:200 Pulméo
Camundongo
p-Catenina Neomarker nka237/Monoclonal de 1:25 Tonsila
Coelho
Gsk3p nao . . 9582/Monoclonal de . .
fosforilada Cell Signaling Camundongo 1:80 Figado
Gsk3p L 27C10/Monoclonal de ) .
fosforilada Cell Sigaling Camundongo 1:50 Figado
Ciclina D1 Bio SB RBT14/Monoclonal de 1100 Carcinoma de
Camundongo mama
Cd44 Novacast DF1485/Monoclonal 1:40 Tonsila
de Camundongo
C-Myc Thermo 9E10.3/Monoclonal de 1200 Carcinoma de

Rato mama
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A montagem das laminas foram realizadas de modo automatizado

utilizando o equipamento TissueTek®.

3.5 AVALIAGAO IMUNOISTOQUIMICA

A expressdao das proteinas da via WNT foram avaliadas
quantitativamente com o auxilio do Sistema Automatizado de Imagem
(APERIO®), que consiste de um microscopio digital automatizado e de um
computador com um programa de captura de imagem e processamento
digital. Cada lamina corada por imunoistoquimica foi digitalizada e as
imagens capturadas foram revisadas pelo patologista na tela do computador.
O APERIO® possui uma ferramenta de selecdo de imagem que o
patologista utilizou para marcar apenas a regido de interece a ser avaliada.
O APERIO® ¢é capaz de detectar, contabilizar a marcagdo baseados nos
niveis de matriz, saturagdo e luminosidade. O sinal € entdo convertido para
mensuracao de densidade numérica.

Os que apresentaram a densidade numérica entre 0 e 1 foram
considerados negativos, os que ficaram entre 1 e 2 fracos positivos, 2 e 3
positivos moderados e os maiores que 3 positivos forte.

Para realizagdo da estatistica foram agrupados os resultados 0 e 1

como negativos e 2 e 3 como positivos.
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3.6 GENOTIPAGEM DE HPV

O teste de genotipagem de HPV foi realizado em 110 amostras de
carcinoma vulvar obtidas de material parafinado utilizando, o kit Linear Array
HPV (Roche). Por se tratar de material parafinado as amostras com mais de
10 anos foram mais dificeis de amplificar via PCR, 10 das 120 amostras
iniciais ndo amplificaram restando apenas 110. O teste é qualitativo, utiliza
amplificacdo do DNA alvo através de reacdo de polimerizacdo em cadeia,
hibridizagdo de acidos nucléicos e detecta 37 gendtipos de DNA anogenitais,
dentre eles HPV 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 HPV de risco ainda desconhecido (55,62,64,67,69,71,73,83,84 e
IS39 — HPV82).

Este teste baseia-se em quatro processos principais: preparacédo da
amostra (isolamento de DNA e purificagdo); amplificagdo por PCR do DNA
alvo usando iniciadores para o HPV; hibridagdo dos produtos amplificados e

ligados a sonda, por determinagao colorimétrica, em fita.

3.6.1 Extracdo do DNA gendmico de tecidos parafinados

Foram realizados quatro cortes de 5 ym do material tumoral do bloco
parafinado. Esses cortes foram colocados em microtubos, adicionando 180
ML do tampao ATL e 20uL de Proteinase K e 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
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foi, entdo, transferido para uma coluna especifica (QlAamp MinElute
Collumn), que passou por centrifugacdo. Foram adicionados nesta coluna
500 uyL de tampdao AW1 e AW2 e para cada coluna especifica foram
aplicados, no centro da membrana, 20 a 100ul de tampao AE, deixando o
material incubado em temperatura ambiente. Este material foi centrifugado a
20.000 xg por 1 minuto e retirada a coluna. O DNA extraido foi quantificado
no equipamento Nanodrop em comprimento de onda 260/280 e 260/230 e a

sua qualidade foi checada em gel de agarose.

3.6.2 Amplificagao por PCR

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

amplificacao.

3.6.3 Hibridagao / Detecgao dos Subtipos de HPV

Os amplicons do HPV e da B-globina gerados pelo PCR foram
desnaturados quimicamente para formar um DNA de fita simples, através da
adicdo de solucdo de desnaturacado. As aliquotas do amplicon desnaturado
foram, depois, transferidas para o reservatorio adequeado da bandeja de
tipagem contendo o tampao de hibridagdo e uma unica tira de Genotipagem
Linear Array HPV, que é revestida com bandas da sonda para os HPVs

especificos, B-globina low e B-globina high.
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Apos hibridizacao, a tira de genotipagem foi rigorosamente lavada, e
foi adicionado o Conjugado Estreptavidina-peroxidase, que se liga ao
amplicon marcado com biotina. Na presenga de peréxido de hidrogénio, a
peroxidase que se encontra ligada, catalisa a oxidagdo para formar um
complexo de coloracao azul, que precipita nas posi¢cdes da sonda onde
ocorre a hibridizacdo. As tiras foram lidas com auxilio de uma guia de
referéncia do kit de genotipagem LINEAR ARRAY HPV (Roche),

representado na Figura 2.

LINEAR ARRAY HPV

Genotyping Test

Reference Guide/ Referenzleitfaden/ Guide de références/
Guide di riferimento/ Guia de referencia/ Guia de Referéncia/
Referenceguide/ Referensguide

e - o

HFY 56 ==

“ Roche Molecular Systems, Inc.
Branchburg, NJ USA 04392124001-02

Legenda: Guia de referéncia com um caso negativo para HPV.
Figura 2 - Guia de referéncia do teste de genotipagem LINEAR ARRAY HPV
(Roche)

3.7 A ANALISE ESTATISTICA

Associagdes entre os parametros clinicos-patologicos e a expressao
das proteinas da via do WNT foram realizadas por meio do teste qui-

quadrado, seguidos pelo teste exato de Fisher.
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Nas analises de sobrevida cancer especifica e livre de
doencalrecidiva, foi empregado o método de Kaplan-Meier. A diferenga entre
curvas de sobrevida foi avaliada pelo teste de Log rank.

O nivel de significancia adotado foi o de 5% (p=0,05). O programa

estatistico SPSS v.17.0 foi empregado na analise estatistica.
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4 RESULTADOS

41 CARACTERIZAGAO DAS AMOSTRAS DO ESTUDO

4.1.1 Dados Demograficos

No presente estudo as pacientes selecionadas apresentam uma
média de idade de 69 anos (desvio padrao: 12), variando de 15 a 98 anos e
com uma mediana de 71 anos. Grande parte das pacientes pertence ao
grupo de faixa etaria correspondente as idades entre 70 e 80 anos (37%),
como mostrado na Figura 3. Em relagdo a raga, a maior parte das pacientes
€ de cor branca (89%), seguida da raga parda (9%) e negra (1%). Quanto ao
estado civil, a maioria se declarou casada (50%), seguido de viuvas (38%),
solteiras (9%) e separadas (3%). J&4 em relagcdo a escolaridade, a quase
totalidade das mulheres (78%) relatou ser analfabetas ou possuir primeiro
grau incompleto. A distribuicdo das pacientes portadoras de carcinoma
vulvar segundo, idade, raga, estado civil e escolaridade esta disposta na

Tabela 4.



35

37,41%

60+
X
[s2]
o
(=]
™
40+
X
©
N
o N~
X —
S
20- S
= § B
~ 3 o
o
0 I I I I I I I
V) © A ® 3] N x
v o > o © D N
N S A S A A

Figura 3 - Distribuicdo das pacientes portadoras de carcinoma vulvar por

faixas etarias.
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Tabela 4 - Distribuicdo das pacientes portadoras de carcinoma vulvar
submetidas a ressecgao cirurgica segundo idade, raga, estado civil e
escolaridade (Sao Paulo, 2011).

Caracteristicas sdcio-demogréficas N %
Idade
Média 69
Mediana 71
Desvio Padrao 12
Minimo 15
Maximo 98
Racga N %
Branca 107 88,8
Nao Branca 13 11,2
Estado Civil
Solteira 10 8,95
Casada 60 50,0
Separada 4 2,9
Viava 46 38,05
Escolaridade
Analfabeta 38 34,23
1°grau incompleto 49 44,14
1°grau completo 1 0,9
2°grau incompleto 13 11,7
2°grau completo 6 54
Superior completo 4 3,6

4.1.2 Dados Clinicos das pacientes

Os dados clinicos obtidos dos prontuarios das pacientes (Tabela 5)
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
padrao (SD): 2). Em relagdo 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. A média de idade da primeira relacdo sexual declarada pelas

pacientes foi de 19 anos, com mediana de 19 anos (SD: 7,02) sendo a idade
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minima de 11 e maxima de 43 anos. Quanto ao numero de gestagdes, a
média foi de 6 gestagdes, com mediana de 5 (SD: 0,61) e uma média de
partos de aproximadamente 5 partos, com mediana de 5 (SD: 4). Em
relacdo a abortos, a maioria das pacientes declarou néo ter tido nenhum
aborto (58%), seguido de 1 aborto (19%), 2 abortos (16%) e 3 ou mais
abortos (7%). A maior parte das mulheres do nosso estudo declarou ter tido
apenas um parceiro sexual durante a vida (88%), seguido de nenhum
parceiro (6%), dois (3%) e quatro parceiros (3%). Finalmente, relacionado ao
uso de anticoncepcionais, 95% das pacientes declararam nunca ter feito uso
destes e 5% fizeram uso no passado. A distribuicdo das pacientes
portadoras de carcinoma vulvar quanto aos dados clinicos (Sao Paulo, 2011)
estdo apresentados na Tabela 5.

Sintomas comumente relatados pelas pacientes do estudo estao
demonstrados na Figura 4. Prurido foi o mais comum (34%), seguido por
ulceracdo (26%) e presenca de tumor (19%). Sangramento (9%), secrecao
(5%), dor vulvar (4%) e disuria (2,5%), ainda que presentes foram menos
comuns. O tempo médio de duragao dos sintomas relatados pelas pacientes
foi de 11 meses, com mediana de 6 meses, variando de 15 dias a 10 anos

de duragao (SD:16,67).
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Figura 4 - Distribuicdo de sintomas comumente relatados pelas pacientes

com carcinoma vulvar.
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Tabela 5 - Distribuicdo das pacientes portadoras de carcinoma vulvar quanto
aos dados clinicos (Sao Paulo, 2011).

Caracteristicas clinicas das pacientes

Menarca
Média 14
Mediana 13
Desvio Padréao 2
Minimo 10
Maximo 20
Menopausa
Média 48
Mediana 50
Desvio Padrao 9,83
Minimo 38
Maximo 64
Coitarca
Média 18,61
Mediana 20
Desvio Padréo 7,78
Minimo 11
Maximo 43
Gestagoes
Média 6
Mediana 5
Desvio Padréo 0,61
Minimo 0
Maximo 18
Partos
Média 5
Mediana 5
Desvio Padréao 4
Minimo 0
Maximo 16
N %
Abortos
0 72 57,6
1 24 19,2
2 20 16
3 ou mais 9 7,2
Parceiros
0 4 6,15
1 57 87,69
2 3,07
4 3,07




40

4.2 CARACTERIZAGAO CLINICA E ANATOMO-PATOLOGICA DAS

AMOSTRAS

Na avaliagdo anatomo-patolégicos dos tumores, contatou-se que
grande parte da amostra foi constituida de pecas cirurgicas (73%), seguido
de bidpsias (21%) e revisdes de laminas com blocos de parafina disponiveis
(6%). A maior parte dos tumores foram classificados como CEC 2 (44%),
seguido de CEC1 (34%), CEC 3 (10%). Quanto a sobrevida, quando
comparada em relagao aos tipos histolégicos bem diferenciados (CEC 1) e
os moderadamente e pouco diferenciados (CEC2, CEC3), foi observado
uma pior sobrevida livre de doencga, em 5 anos, em pacientes portadores de
tumores CEC2/CEC3 (57%) quando comparados com pacientes com CECA1
(79%) (p=0,05) (Figura 5). Em relacdo na sobrevida cancer especifica ndo
houve diferenga entre os grupos (p=0,96). Imagens representativas dos

diferentes tipos histolégicos sdo encontradas na Figura 6.
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Tabela 6 - Distribuicdo das amostras em relagdo as caracteristicas anatomo-
patoldégicas dos tumores (Sao Paulo, 2011).

Caracteristicas anatomo-patoldgicas dos tumores

Diagnostico n %
CEC 1 47 39,5
CEC 2 61 51,2
CEC3 11 9,3
Soma

119

Profundidade da Invaséo

Derme superficial 11 9,4
Derme 61 52,1
Derme profunda 34 29,1
Subcutaneo 11 9,4
Soma
117
Infiltrado inflamatdrio
Leve 31 26,5
Moderado / Alto 86 73,5
Soma
117
Invasao
Vascular Ausente 97 84,3
Presente 18 15,7
Soma
115
Perineural Ausente 100 84,3
Presente 13 15,7
Soma
113
Metastase Linfonodal
Ausente 39 60,9
Presente 25 39,1
Soma

64
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Figura 5 - Curvas de sobrevida global em 5 anos em relagcéo aos diferentes

tipos histologicos dos tumores de vulva.
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Figura 6 - Ldminas de H&E evidenciando os diferentes tipos histologicos
CEC de vulva.

Em relagdo a profundidade de invasdo do tumor, 9,4% infiltraram a
derme superficial, 52,1% dos tumores infiltraram a derme, 29,1% dos

tumores infiltraram a derme profunda e 9,4% infiltraram o tecido subcutaneo.
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Infiltrado inflamatério moderado foi o mais comumente observado (73,5%).
Na maior parte dos tumores ndo foram identificadas invasdo vascular
(84,3%) ou perineural (84,3%). Em relagdo a metastase linfonodal, 60,9%
nao apresentaram linfonodos acometidos, ao passo que 39,1% tiveram
algum grau de acometimento linfonodal. As pacientes sem metastase
linfonodal tiveram uma sobrevida cancer especifica e livre de doenca maior
(88% e 83%, respectivamente), do que as pacientes que tiveram metastases
linfonodais (59 e 54%, respectivamente) (p=0,03 e p=0,05, respectivamente)
Figura 7.

Caracteristicas clinicas em relacdo a localizacdo: a maior incidéncia
foi nos pequenos labios (41%), seguida dos grandes labios (31%), clitoris
(22%) e perineo (7%), como mostra o Figura 8. Quanto a lateralidade do
tumor, grande parte era unilateralmente encontrada (72%), 16% eram
bilaterais, 7% centrais e 5% eram unilaterais, mas acometiam a linha média

da vulva.
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Dentre a nossa casuistica, a maior parte dos tumores foi classificada
como estadiamentos FIGO IB (59%) e lIB (19%), como demonstrado na
Figura 9. Pacientes cujos tumores apresentaram estadiamento |l
apresentaram sobrevida cancer especifica, em 5 anos, de 59%, sendo esta
menor que a das pacientes com tumores estadiamento | (81%) ou
estadiamento Il (88%), com nivel de significancia marginal (p=0,07), como
mostrado na Figura 10. Em relacédo a sobrevida livre de doenga nao foi

possivel observar diferengas significativas entre os grupos ( p=0,26).
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Figura 9 - Distribuicdo dos tumores em relagao ao estadiamento FIGO
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Figura 10 - Curvas de sobrevida cancer especifica e livre de doengca em
relagdo aos estadiamentos tumorais dentre as pacientes com carcinoma

vulvar.

Todas as pacientes avaliadas neste estudo realizaram cirurgia de
vulva no Hospital A.C. Camargo, sendo que a mais comumente realizada foi
a vulvectomia radical tripla incisdo (57%), seguido da hemivulvectomia
(20%), vulvectomia radical classica (13%) e resseccgao local ampla (10%).
Cerca de 20% das pacientes receberam tratamento adjuvante: 14%
receberam quimioterapia adjuvante e 5% radioterapia adjuvante.

Observamos que 54% das mulheres tiveram complicagbes ao
tratamento, sendo a mais comum a deiscéncia da ferida (42%). Infeccéo foi

presente em 21% e necrose do retalho em 18%. Seroma e linfedema foram
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menos comuns, acometendo 8% e 11%, respectivamente.

Houve recorréncia em 38%, sendo a recorréncia local (41%) e
linfonodal (26%) as mais frequentes. Dentre as mulheres que sofreram
qualquer tipo de recidiva tumoral, 65% morreram de cancer. A curva de
sobrevida global em 5 anos das pacientes em relagéo a presenga ou nao de
recidiva tumoral esta demonstrada na Figura 11 e demonstrou pior sobrevida
(p<0,0001) em pacientes que sofreram qualquer tipo de recorréncia (47%)
quando comparadas aquelas que nao sofreram nenhum tipo de recidiva
(96%). Ja em relagcédo ao status global das pacientes, 41% estavam vivas
sem cancer no momento da coleta dos dados de prontuario, 33% morreram
da doencga, 13% morreram de outras causas, 7% estavam vivas com a

doencga e 5% morreram de causas nao especificadas.
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Figura 11 — Sobrevida global das pacientes em relagao a recidiva do tumor



% pacientes vivos

48

A curva de sobrevida cancer 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
65% das mulheres nao sofreram recidiva tumoral no espago de tempo

equivalente a 5 anos, como demonstradas na Figura 12.
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Figura 12 - Sobrevida Cancer Especifica e Sobrevida Livre de Doenga das

pacientes com carcinoma vulvar
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4.3 AVALIAGAO DE MARCADORES DA VIA WNT EM CARCINOMAS

VULVARES

4.3.1 Imunoistoquimica

4.3.2 Wnt1

Foi observada marcagado positiva para proteina Wnt1 em 49 (32%)
dos casos. Imagem mostrando a positividade e negatividade desta proteina
nos diferentes compartimentos celulares estdo ilustradas na Figura 13.
Pudemos observar uma marcacgéao citoplasmatica e de membrana na células
epiteliais.

Nao pudemos observar associagao entre a expressao de Wnt1 e os
parametros clinicos-patologicos (Tabela 7) e nem com Sobrevida Cancer
Especifica e Livre de Doenga em 5 anos (p=0,56 e p=0,19,

respectivamente).

Legenda: A: Imunoistoquimica negativa para Wnt1; B: Imunoistoquimica positiva para
Wnt1.

Figura 13 - Imunoistoquimica para Wnt1 em carcinomas vulvares.
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Tabela 7 - Associagao entre variaveis clinicas-patologicas e a expressao da
proteina Wnt1 em CEC vulvar

Expressao de Wnt1

Parametros Clinico-patoldgicos Positivo Negativo
Total(n) n (%) n (%) p (value)
Profundidade de invasao
Derme superficial / derme 72 21 (30) 51 (70) 0,227
Derme profunda / subcutdneo 45 18 (40) 27 (60)
NA 03
Infiltrado inflamatério
Leve 31 09 (29) 22 (71) 0,480
Moderado / alto 86 31 (36) 55 (64)
NA 03
Invasao vascular
Ausente 97 31(32) 66 (68) 0,909
Presente 18 06 (33) 12 (67)
NA 05
Invasao perineural
Ausente 100 33 (33) 67 (67) 0,872
Presente 13 04 (31) 09 (69)
NA 07
Metastase Linfonodal
Ausente 39 12 (31) 27 (69) 0,664
Presente 25 09 (36) 16 (64)
NA 56
Estadiamento FIGO
[/ 64 20 (32) 44 (68) 0,815
/v 48 16 (34) 32 (66)
NA 08
Recidiva
Ausente 68 24 (36) 44 (64) 0,465
Presente 42 12 (29) 30 (71)
NA 10
Legenda:

NA: N&o disponivel
Negativo: scores O e 1+
Positivo: scores 2+ e 3+



51

4.3.3 Wnt2

Foi observada marcagado positiva para proteina Wnt2 em 58 (49%)
dos casos, ja 61 casos (51%) apresentaram ausentes de marcagéo.
Imagens representativas das reagdes de imunoistoquimica para o anticorpo
WNT2 sao ilustradas na Figura 14.

Nao pudemos observar associagao entre a expressao de Wnt2 e os
parametros clinicos-patologicos (Tabela 8) e nem com Sobrevida Cancer
Especifica e Livre de Doenga em 5 anos (p=0,65 e p=0,24,

respectivamente).
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Legenda: A: Imunoistoquimica negativa para Wnt2; B: Imunoistoquimica positiva para
Wnt2.

Figura 14 - Imunoistoquimica para Wnt2 em carcinomas vulvares.
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Tabela 8 - Associagdo entre variaveis clinicas-patoldégicas e a
expressao da proteina Wnt2 em CEC vulvar.

Expresséo de Wnt2
Parametros Clinico-patologicos Positivo Negativo
Total (n) n (%) n (%) p (value)
Profundidade de invasao
Derme superficial / derme 72 34 (48) 38 (52) 0,861
Derme profunda / subcutaneo 45 22 (39) 23 (51)
NA 03
Infiltrado inflamatorio
Leve 31 13 (41) 18 (59) 0,378
Moderado / alto 86 44 (51) 42 (49)
NA 03
Invasdo vascular
Ausente 97 47 (48) 50 (52) 0,580
Presente 18 10 (56) 08 (14)
NA 05
Invasao perineural
Ausente 100 48 (48) 52 (52) 0,358
Presente 13 8 (62) 05 (39)
NA 07
Metéastase Linfonodal
Ausente 39 16 (41) 23 (59) 0,390
Presente 25 13 (52) 12 (48)
NA 56
Estadiamento FIGO
[/ 64 32 (50) 32 (50) 0,827
/v 48 23 (47) 25 (53)
NA 08
Recidiva
Ausente 68 35 (52) 33 (49) 0,881
Presente 42 21 (50) 21 (50)
NA 10
Legenda:

NA: N&o disponivel
Negativo: scores 0 e 1+
Positivo: scores 2+ e 3+

4.3.4 Frizzled1

Foi observada marcacao positiva para proteina Frizzled1 em 56 casos

avaliados (49%) e em 61 casos (51%) a expressdo foi ausente. A

positividade e negatividade de imunoistoquimica desta proteina no CEC de
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vulva estao representados na Figura 15.

Foi observado que a expressao de Frizzled1 foi associada com
profundidade de invasdo (p=0,029). Tumores que acometiam apenas a
derme superficial/derme apresentaram 25% dos casos com expressao
positiva de Frizzled, entretanto tumores com invasao profunda da
derme/subcutaneo apresentaram quase o dobro de expressao desta
proteina (45%) (Tabela 9). Essa mesma tendéncia pudemos observar em
relacdo a metastase linfonodal, tumores metastatico apresentaram 44% de
positividade e tumores com auséncia de metastase apresentaram 24% de
positividade de Frizzled, entretanto a associagao foi no limite da significancia

(p=0,07) (Tabela 21).

A"'—.
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Legenda: A: Imunoistoquimica negativa para Frizzled1; B: Imunoistoquimica positiva para
Frizzled1.

Figura 15 - Imunoistoquimica para Frizzled1 em carcinomas vulvares.
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Tabela 9 - Associagao entre variaveis clinicas-patologicas e a expressao da
proteina Frizzled1 em CEC vulvar

Expresséo de Frizzled1

Parametros Clinico-Patologicos Positivo Negativo
Total(n) n (%) n (%) p (value)
Profundidade de invaséo
Derme superficial / derme 72 18 (25) 54 (75) 0,029
Derme profunda / subcutaneo 45 20 (45) 25 (55)
NA 03
Infiltrado inflamatdrio
Leve 31 07(23) 24 (77) 0,207
Moderado / alto 86 30(34) 56 (66)
NA 03
Invaséo vascular 0,263
Ausente 97 30 (31) 67 (70)
Presente 18 08 (44) 10 (55)
NA 05
Invaséo perineural
Ausente 100 31(31) 69 (69) 0,587
Presente 13 05 (39) 08 (61)
NA 07
Metastase Linfonodal
Ausente 39 09 (24) 30 (76) 0,078
Presente 25 11 (44) 14 (56)
NA 56
Estadiamento FIGO
[/ 64 20 (32) 44 (68) 0,643
/v 48 17 (36) 31 (64)
NA 08
Recidiva
Ausente 68 19 (28) 49 (72) 0,173
Presente 42 17 (41) 25 (59)
NA 10
Legenda:

NA: N&o disponivel
Negativo: scores 0 e 1+
Positivo: scores 2+ e 3+

4.3.5 GSK3p fosforilada e nao fosforilada

Foi observada marcagao positiva para proteina GSK3p fosforilada em

20 (17%) casos, ja 83% (n=97) dos casos foram ausentes de marcagao.

Para a proteina GSK3p nao-fosforilado houve marcagao positiva em
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70% (n=77) e 30% (n=38) dos casos foram ausentes de marcagao A
positividade e negatividade da reagédo de imunoistoquimica destas proteinas

estdo ilustradas na Figura 16.

Nestas analises ndo observamos associacdo entre a expressao de
GSK3p fosforilada e né&o-fosforilada e os parametros clinicos-patologicos
(Tabela 10) e nem com Sobrevida Céancer Especifica e Livre de Doenga em

5 anos ( p=0,68 e p=0,32, respectivamente).
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Legenda: A: Imunoistoquimica negativa para GSK3p fosforilado; B: Imunoistoquimica
positiva para GSK3 fosforilado; C: Imunoistoquimica negativa para GSK3p néao fosforilado;
D: Imunoistoquimica positiva para GSK3p n&o fosforilado.

Figura 16 - Imunoistoquimica para GSK3p fosforilado e GSK3B nao

fosforilado em carcinomas vulvares.



Tabela 10 - Associacdo entre variaveis clinicas-patolégicas e a expressao da proteina Gsk3p fosforilada e néo fosforilada em CEC vulvar

Expressao de Gsk3p fosforilada Expressao de Gsk3p nao fosforilada
Parametros Clinico-patoldgicos Positivo Negativo Positivo Negativo
Total (n) n (%) n (%) p (value) Total (n) n (%) n (%) p (value)
Profundidade de invasao
Derme superficial / derme 72 10 (14) 62 (86) 0,244 72 48 (67) 24 (33) 0,803
Derme profunda / subcutaneo 45 10 (23) 35 (77) 45 31 (69) 14 (31)
NA 03 03
Infiltrado inflamatdrio
Leve 31 06 (20) 25 (80) 0,689 31 22 (71) 09 (29) 0,633
Moderado / alto 86 14 (17) 72 (83) 86 57 (67) 29 (33)
NA 03 03
Invaséao vascular
Ausente 97 16 (17) 81 (83) 0,556 97 63 (65) 34 (35) 0,288
Presente 18 04 (23) 14 (77) 18 14 (78) 04 (22)
NA 05 05
Invasao perineural
Ausente 100 17 (17) 83 (83) 0,589 100 67 (67) 33(33) 0,695
Presente 13 03 (24) 10 (76) 13 08 (62) 05 (38)
NA 07 07
Metastase Linfonodal
Ausente 39 05 (13) 34 (87) 0,247 39 23 (59) 16 (41) 0,688
Presente 25 06 (24) 19 (76) 25 16 (64) 09 (36)
NA 56 56
Estadiamento FIGO
(WAl 64 09 (15) 55 (85) 0,504 64 41 (65) 23 (35) 0,451
/v 48 09 (19) 39 (81) 48 34 (71) 14 (29)
NA 08 08
Recidiva
Ausente 68 11(17) 57 (83) 0,946 68 44 (65) 24 (35) 0,205
Presente 42 07 (17) 35 (83) 42 32 (77) 10 (23)
NA 10 10
Legenda:

NA: Nao disponivel
Negativo: scores 0 e 1+
Positivo: scores 2+ e 3+
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4.3.6 pB-catenina

Em relacédo a expressao da proteina -catenina foram avaliadas duas
localizagdes celulares, o nucleo e o citoplasma.

Foi observada marcagdo citoplasmatica positiva para a proteina B-
catenina em 28% (n= 33) e 72% (n=86) dos casos foram ausentes de
marcagao citoplasmatica. Em relagdo a marcagao nuclear, foi observada o
que 9 (8%) casos apresentaram expressao positiva e 110 casos (92)
apresentaram auséncia de marcagdo. A positividade e negatividade desta
proteina em CEC de vulva est&o ilustradas na Figura 17.

Foi observada associagdo entre a expressdo citoplasmatica de -
catenina e a profundidade de invasdo. Tumores com maior profundidade de
invasdo apresentaram maior frequéncia de expressao de B-catenina (35%)
em relagdo aos tumores superficiais (19%) (p=0,003). Na presenca de
invasdo perineural também foi observado maior frequéncia de expressao
desta proteina citoplasmatica (54%) do que tumores com auséncia de
invasao perineural (20%) (p=0,007) (Tabela 11).

A B-catenina nuclear foi mais expressa em tumores com metastase
linfonodal (16%) e nenhum dos tumores com auséncia de metastase
apresentou expressao de B-catenina (p=0,010). As outras variaveis clinico
patolégicas n&o apresentaram associagdo com expressao de p-catenina
(Tabela 11).

A expressao citoplasmatica da proteina p-catenina nao foram
associadas com Sobrevida Cancer Especifica e Livre de Doenga em 5 anos

(p=0,98 e p=0,21, respectivamente). Entretanto, foi observada associagéo
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entre Sobrevida Cancer Especifica e Livre de Doenga em 5 anos em relagao
a expressao nuclear de p-catenina (p=0,012 e p=0,016, respectivamente).
Ao avaliarmos a Sobrevida Cancer Especifica e Livre de Doenca em 5

anos nao pudemos relacionar com a expressao desta proteina.

Legenda: A: Imunoistoquimica negativa para p-catenina; B: Imunoistoquimica positiva

parap-catenina.

Figura 17 - Imunoistoquimica para B-catenina em carcinomas vulvares.



Tabela 11 - Associagao entre variaveis clinicas-patolégicas e a expressao da proteina B-Catenina no citoplasma e no nucleo de CEC vulvar

Expressao de 3-Catenina citoplasma Expressao de 3 -Catenina nucleo
Parametros Clinico-patologicos Positivo Negativo Positivo Negativo
Total (n) n (%) n (%) p value Total (n) n (%) n (%) p value
Profundidade de invasédo
Derme superficial / derme 72 13 (19) 59 (81) 0,033 72 06 (08) 66 (92) 0,417
Derme profunda / subcutaneo 45 16 (35) 29 (64) 45 02 (05) 43 (95)
NA 03 03
Infiltrado inflamatdrio
Leve 31 09 (29) 22 (71) 0,523 31 03 (10) 28 (90) 0,465
Moderado / alto 86 20 (24) 66 (76) 86 05 (06) 81 (94)
NA 03 03
Invaséao vascular 97 21 (22) 76 (78) 0,283 97 06 (07) 91 (93) 0,451
Ausente 18 06 (34) 12 (66) 18 02 (12) 16 (88)
Presente 05 05
NA
Invasao perineural
Ausente 100 20 (20) 80 (80) 0,007 100 06 (06) 94 (94) 0,215
Presente 13 07 (54) 06 (46) 13 02 (16) 11 (84)
NA 07 07
Metéstase Linfonodal
Ausente 39 07 (18) 32 (82) 0,343 39 0-- 39 (100) 0,010
Presente 25 07 (28) 18 (72) 25 04 (16) 21 (84)
NA 56 56
Estadiamento FIGO
(WAl 64 15 (24) 49 (77) 0,659 64 02 (04) 62 (96) 0,226
/v 48 13 (28) 35(72) 48 04 (09) 44 (41)
NA 08 08
Recidiva
Ausente 68 18 (27) 50 (73) 0,756 68 04 (06) 64 (94) 0,802
Presente 42 10 (24) 32 (76) 42 02 (05) 40 (95)
NA 10 10
Legenda:

NA: Nao disponivel
Negativo: scores O e 1+
Positivo: scores 2+ e 3+

59



60

4.3.7 Ciclina D1

Foi observada marcacgao positiva para a proteina Ciclina D1 em 65%
(n=77) e em 35% (n=49) dos casos apresentaram auséncia de expresséo. A
positividade e negatividade desta proteina estao ilustradas na Figura 18.

A expressao da proteina Ciclina D1 nao foi associada com Sobrevida
Cancer Especifica e Livre de Doenga em 5 anos (p=0,72 e p=0,16,
respectivamente). Em relagdo aos parametros clinicos patologicos, pudemos
observar que somente o estadiamento FIGO foi associado com a expressao
da proteina Ciclina D1. Em estadiamento mais avancgado IlIl/IV a frequéncia
de expressao de Ciclina D1 foi de 78% e em tumores iniciais I/l a frequéncia

foi de 57% (p=0,022) (Tabela 12).

Legenda: A: Imunoistoquimica negativa para CiclinaD1; B: Imunoistoquimica positiva para
CiclinaD1.

Figura 18 - Imunoistoquimica para ciclina D1 em carcinomas vulvares.
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Tabela 12 - Associagao entre variaveis clinicas-patoldgicas e a expresséao

da proteina Ciclinad1 em CEC vulvar

Expressao de Ciclinad1

Parametros Clinico-patolégicos Positivo Negativo
Total(n) n (%) n (%) p (value)
Profundidade de invaséo
Derme superficial / derme 72 43 (60) 29 (40) 0,212
Derme profunda / subcutaneo 45 32 (72) 13 (28)
NA 03
Infiltrado inflamatdrio
Leve 31 19 (61) 12 (39) 0,618
Moderado / alto 86 57 (66) 29 (34)
NA 03
Invasdo vascular
Ausente 97 60 (62) 37 (38) 0,195
Presente 18 14 (78) 04 (22)
NA 05
Invasao perineural
Ausente 100 64 (64) 36 (36) 0,476
Presente 13 07 (54) 06 (46)
NA 07
Metastase Linfonodal
Ausente 39 27 (70) 12 (30) 0,813
Presente 25 18 (72) 07 (28)
NA 56
Estadiamento FIGO
WA 64 36 (57) 28 (44) 0,022
/v 48 37 (78) 11 (23)
NA 08
Recidiva
Ausente 68 45 (67) 23 (34) 0,839
Presente 42 27 (65) 15 (35)
NA 10
Legenda:

NA: Nao disponivel
Negativo: scores 0 e 1+
Positivo: scores 2+ e 3+

4.3.8 CD44

Foi observada marcagéao positiva para a proteina CD44 em 27,3% (n=

33) e 72,7% (n=86) casos foram ausentes de marcagéo.

Imagens

representativas das reagdes de CD44 em CEC de vulva sdo mostradas na
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Figura 19.

A expressao da proteina CD44 nao foi associada com Sobrevida
Cancer Especifica (p=0,81) e Livre de Doenca em 5 anos (p=1,23). Nao foi
possivel associacdo entre os parametros clinicos-patolégicos e expressao
da proteina CD44, com excecao de metastase lifonodal. Tumores com
metastase linfonodal apresentaram maior frequéncia de expressao de CD44
(44%) do que tumores sem metastase linfonodal (21%) (p=0,045). A mesma
tendéncia de resultados foi observada em invasao vascular, porém no limite
da significancia (p=0,069). A Tabela 13 mostra os resultados das analises de
associagdes entre variaveis clinicas-patolégicas e a expressdo da proteina

CD44 em CEC vulvar.
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Legenda: A: Imunoistoquimica negativa para CD44; B: Imunoistoquimica positiva para o
CD44.

Figura 19 - Imunoistoquimica para CD44 em carcinomas vulvares.
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Tabela 13 - Associagao entre variaveis clinicas-patoldgicas e a expressao
da proteina CD44 em CEC vulvar

Expressao de CD44

Parametros Clinico-patolégicos Positivo Negativo
Total(n) n (%) n (%) p (value)
Profundidade de invaséo
Derme superficial / derme 72 21 (29) 51 (71) 0,770
Derme profunda / subcutaneo 45 12 (26) 33 (74)
NA 03
Infiltrado inflamatdrio
Leve 31 07 (23) 24 (77) 0,354
Moderado / alto 86 27 (32) 59 (68)
NA 03
Invasdo vascular
Ausente 97 23 (24) 74 (76) 0,069
Presente 18 08 (45) 10 (55)
NA 05
Invaséo perineural
Presente 100 27 (27) 73 (73) 0,774
Ausente 13 04 (31) 09 (69)
NA 07
Metastase Linfonodal
Ausente 39 08 (21) 31 (79) 0,045
Presente 25 11 (44) 14 (56)
NA 56
Estadiamento FIGO
[/ 64 15 (24) 49 (76) 0,106
/v 48 18 (55) 30 (62)
NA 08
Recidiva
Ausente 68 16 (24) 52 (76) 0,102
Presente 42 16 (39) 26 (61)
NA 10
Legenda:

NA: N&o disponivel
Negativo: scores O e 1+
Positivo: scores 2+ e 3+

439 CMYC

Para a proteina CMYC foi avaliada a expressao no nucleo e no

citoplasma. A positividade da proteina CMYC no citoplasma foi observada

em 64,8% (n=77) e em 20,3% (n=42). Em relagdo a marcagao nuclear foi
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Imagens representativas das reagdes de CMYC em CEC de vulva sao

observado 24 (20%) casos positivos e 96 (80% dos casos negativos para
CMYC. Oito casos demonstraram marcacido exclusivamente nuclear.
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mostradas na Figura 20.

lear de CMYC; C: Imunoistoquimica positiva para CMYC no citoplasma; D:

Legenda: A: Imunoistoquimica negativa para CMYC; B: Imunoistoquimica positiva para a
marcagao nuc

Imunoistoquimica positiva para CMYC no citoplasma, acompanhada de marcagao nuclear.

Figura 20 - Imunoistoquimica para CMYC em carcinomas de vulva.



Tabela 14 - Associagao entre variaveis clinicas-patolégicas e a expressao citoplasmatica e nuclear da proteina CMYC em CEC vulvar

Expressao de CMYC no citoplasma Expressao de CMYC no nucleo
Parametros Clinico-patologicos Positivo Negativo Positivo Negativo
Total (n) n (%) n (%) p (value) Total (n) n (%) n (%) p (value)
Profundidade de invasao
Derme superficial / derme 72 48 (67) 24 (33) 0,062 72 10 (14) 62 (86) 0,375
Derme profunda / subcutaneo 45 31(39) 14 (31) 45 10 (23) 35 (77)
NA 03 03
Infiltrado inflamatdrio
Leve 31 22 (71) 09 (29) 0,228 31 06 (20) 25 (80) 0,152
Moderado / alto 86 57 (67) 29 (33) 86 14 (17) 72 (83)
NA 03 03
Invaséo vascular
Ausente 97 63 (65) 34 (35) 0,129 97 16 (17) 81 (83) 0,556
Presente 18 14 (78) 04 (22) 18 04 (23) 14 (77)
NA 05 05
Invasao perineural
Ausente 100 67 (67) 33 (33) 0.154 100 17 (17) 83 (83) 0.292
Presente 13 08 (62) 05 (38) 13 03 (24) 10 (76)
NA 07 07
Metastase Linfonodal
Ausente 39 23 (59) 16 (41) 0.162 39 05 (13) 34 (87) 0.338
Presente 25 16 (64) 09 (36) 25 06 (24) 19 (76)
NA 56 56
Estadiamento FIGO 64 41 (65) 23 (35) 0,568 64 09 (15) 55 (85) 0,447
L/l 48 34 (71) 14 (29) 48 09 (19) 39 (81)
/v 08 08
NA
Recidiva
Ausente 68 44 (65) 24 (35) 0,604 68 11.(17) 57 (83) 0,105
Presente 42 32 (77) 10 (23) 42 07 (17) 35 (83)
NA 10 10
Legenda:

NA: Nao disponivel
Negativo: scores 0 e 1+
Positivo: scores 2+ e 3+
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44 GENOTIPAGEM DE HPV

A genotipagem de HPV foi realizada em 110 casos e os principais
achados estdo ilustrados na Tabela 15. Foi detectada positividade para o
virus em 40% das amostras avaliadas, sendo que, dentre os tipos
infectantes mais comuns estavam o HPV 16 (35%), seguido do HPV 33
(23%). Oitenta e um por cento das pacientes apresentavam somente um tipo
infectante de HPV. No entanto, infeccdo concomitante de dois tipos virais
diferentes foi observada em 7% dos tumores e de trés tipos virais em 12%

(Tabela 16).

Tabela 15 - Genotipagem de HPV em carcinomas vulvares e tipos
infectantes

Resultados
Genotipagem HPV N %
Positivo 45 39,81
Negativo 65 60,19
Tipos Infectantes
HPV 16 19 34,62
HPV 18 4 7,69
HPV 33 14 23,08
HPV 35 3 577
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 16 - Distincao entre quantidade de tipos de HPV infectantes em
carcinomas vulvares.

Genotipagem HPV N %

1 tipo infectante 37 80,49
2 tipos infectantes 3 7,32
Tipos infectantes

16+33 2 66,66
42+54 1 33,33
3 tipos infectantes 5 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 distribuigdo dos dados epidemioldgicos das pacientes do estudo em
relacdo aos tipos de HPV infectantes mostrou uma média de idade menor
das pacientes HPV positivo (66,3 anos) em relagdo as HPV negativo (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 positivo
apresentaram meédias 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 ndao estava infectada pelo virus. Em
relacdo ao estado civil, 54% das mulheres sem HPV eram casadas, sendo
que 56% das mulheres com HPV eram solteiras. Outros dados relacionados
a menopausa, etilismo, tabagismo, dentre outros estdo disponiveis na
Tabela 17.

Varias caracteristicas anatomo-patolégicas e clinicas abordadas,
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quando comparadas a presenca de infeccdo pelo HPV demonstraram, em
sua maioria, padrdo semelhante de distribuicdo entre grupos,
independentemente da infecgao pelo virus, tais como, a invasao da derme
superficial e porcdo média da derme, infiltrado inflamatério moderado,
auséncia de invasdo vascular e perineural e estadiamento FIGO | ou Il.
Estas caracteristicas estao ilustradas na Tabela 18.

Curvas de sobrevida para a presenca de HPV dentre as amostras
estdo ilustradas na Figura 21, as quais ndao demonstraram valor de
significancia estatistica em relagdo a presenga ou auséncia do virus. A
variagdo do n amostral dentre as variaveis anatomo-patoldgicas e clinicas se
deve a dificuldades observadas na avaliagcao histopatolégica, na qual alguns
parametros nao puderam ser avaliados e/ou da auséncia de dados nos
prontuarios, como no caso do Estadiamento FIGO e presengca de
metastases linfonodais em que as laminas das pecas de linfonodos nao

estavam disponiveis.
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Tabela 17 - Distribuicdo dos dados epidemiologicos das pacientes em
relagao aos tipos de HPVs infectantes em carcinomas vulvares.

HPV vs Dados epidemioldgicos

Variaveis Categoria HPV Total P
Negativo Positivo
Idade ao diagnéstico n 45 40 - 0.554
média (desvio padrao) 72.6 66.3
(10.5) (14.7)
Mediana 72.3 69
minimo — maximo 48 - 99 15-90
Menopausa n 33 32 - 0.234
média (desvio padréo) 49.8 (6.1) 50.5(4.5)
mediana 51 50
minimo - maximo 38 - 64 39-60
Coitarca n 17 11 - 0.423
média (desvio padréo) 19.9(3.7) 21.9(8.1)
mediana 21 20
minimo - maximo 15-26 nov/43
Numero de parceiros n(%) 0.673
Nenhum 2(67) 1(33) 3
1 18(58) 13(42) 31
2 1(100) 0 1
4 1(50) 1(50) 2
Raga Branca 38 (50) 38 (50) 76 0.789
N&o branca 9 (75) 3 (25) 12
Etilismo Nao 42 (53) 37 (47) 79 0.809
Sim, no passado 0 (00) 1 (1.00) 1
Tabagismo Nao 37 (55) 30 (45) 67 0.552
Sim, atualmente 1(14) 6 (86) 7
Sim, no passado 5(71) 2 (29) 7
Estado Civil Casadas/viuva/separadas 32 (54) 18 (44) 50 0.3093
Solteiras 27 (46) 23 (56) 50
Escolaridade Analfabeto ou 1° grau 40 (75) 30 (77) 70 0.8719
2° grau ou mais 13 (25) 9 (23) 22
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Tabela 18 - Distribuicdo das variaveis anatomo-patologicas e clinicas em
relagao aos tipos de HPV infectantes em carcinomas vulvares.

HPV vs Variaveis anatomo-patolégicas e clinicas

HPV n(%)

Variaveis Categoria Negativo Positivo Total p

Derme superficial ou derme 31 (52) 26 (62) 57
Profundidade da invasao Derme profunda ou subcutdneo 29 (48) 16 (38) 45 0.3054

Leve (1+) 17 (29) 11(26) 28 0.9138

Moderado (2+) 36 (61) 28 (65) 64
Infiltrado inflamatério Alto (3+) 6 (10) 4(9) 10

Néo 48 (80) 34 (85) 82 0.5237
Invasdo Vascular Sim 12 (20) 6 (15) 18

Nao 49 (84) 36 (90) 85 0.4287
Invasao Perineural Sim 9 (16) 4 (10) 13

Néo 19 (59) 18 (69) 37 0.4373
Metastase linfonodal Sim 13 (41) 8 (31) 21

Nao 46 (81) 28 (68) 74 0.1588
Lesdes Associadas Sim 11 (19) 13 (32) 24

loull 37 (61) 28 (67) 65 0.5344
Estadiamento FIGO Il ou IV 24 (39) 14 (33) 38

A Tabela 19 mostra a analise de associagao entre as proteinas
analisadas e presencga ou auséncia de HPV.

Pudemos obsevar alta frequéncia de expressdo de proteinas da via
WNT em tumores infectados pelo HPV, entretanto n&o foi possivel mostrar
associagdes entre eles. Apenas observamos uma associacao entre Wnt2 e o
tipo de HPV. Tumores com expressao positiva de Wnt2 apresentaram alta
frequéncia de HPV de baixo risco (64%) ao passo que tumores que foram
Wnt2 negativo apresentaram menor frequéncia de HPV de baixo risco (39%)
(p=0,044).

Ao avaliar a distribuicdo da expressao dos marcadores da via WNT

em relacéo a infecgao pelo HPV, pode-se inferir que 58% dos tumores Wnt1
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positivos eram também HPV positivos, sendo, 55% de alto risco. Sessenta
por cento dos tumores Wnt2 positivos eram HPV positivos, sendo, 36% de
alto risco. Cinquenta e cinco por cento dos tumores Frizzled1 positivos eram
HPV positivos, sendo, 53% de alto risco. Cinquenta e dois por cento dos
tumores GCK3B fosforilado positivos eram HPV positivos, sendo, 56% de
alto risco. Sessenta e quatro por cento dos tumores GCK3B néo fosforilado
positivos eram HPV positivos, sendo, 47% de alto risco. Cinquenta e oito por
cento dos tumores Ciclina D1 positivos eram HPV positivos, sendo, 59% de
alto risco. Sessenta por cento dos tumores CD44 positivos eram HPV
positivos, sendo, 61% de alto risco. Quarenta e oito por cento dos tumores
com marcacao citoplasmatica positiva para B-catenina eram HPV positivos,
sendo, 47% de alto risco. Sessenta e dois por cento dos tumores com
marcagao nuclear positivos para B-catenina eram HPV positiva, sendo, 60%
de alto risco. Sessenta e quatro por cento dos tumores CMYC positiva para
marcagao citoplasmatica eram HPV positivos, sendo, 48% de alto risco, ja
50% dos tumores que apresentaram marcagao nuclear positiva para CMYC

eram HPV positivos, sendo, 46% de alto risco (Tabela 44).



73

Tabela 19 - Distribuigdo da expressao imunoistoquimica dos marcadores da
via WNT em relacgado a positividade do HPV em carcinomas vulvares.

Relagao entre HPV e marcadores da via WNT

HPV n(%) Tipos de HPV n(%)
Marcador Categoria Negativo Positivo Total P value Baixo Alto Total P value
risco risco
Negativo  30(42) 42(58) 72 23(54) 19(46) 42
Wnt1 o 0,965 0,479
Positivo 16(42) 22(58) 38 10(45) 12(55) 22
Negativo  25(43) 33(57) 58 13(39) 20(61) 33
Wnt2 0,773 0,044
Positivo 21(40) 31(60) 52 20(64) 11(36) 31
Negativo  31(40) 45(60) 76 24(53) 21(47) 45
Frizzled1 0,744 0,663
Positivo 15(45) 19(55) 34 9 (47) 10(53) 19
GSK3B Negativo  38(41) 55(59) 93 29(53) 26(47) 55
0,634 0,645
fosforilado Positivo 8 (48) 9 (62) 17 4 (44) 5 (56) 9
GSK3B ndo Negativo  19(54) 16(46) 35 8 (50) 8 (50) 16
0,070 0,885
fosforilado Positivo 27(36) 48(64) 75 25(52) 23(47) 48
Negativo  17(43) 23(57) 40 17(42) 23(58) 40
Ciclina D1 o 0,913 0,913
Positivo 29(42) 41(58) 70 29(41) 41(59) 70
Negativo  34(42) 46(58) 80 26(56) 20(44) 46
CD44 0,813 0,204
Positivo 12(40) 18(60) 30 7 (39) 11(61) 18
Bcatenina Negativo 32(39) 51(61) 83 26(51) 25(49) 51
0,224 0,854
citoplasma Positivo 14(52) 13(48) 27 7 (53) 6 (47) 13
Bcatenina Negativo 43(42) 59(58) 102 31(52) 28(48) 59
0,797 0,590
nucleo Positivo 3 (38) 5(2) 8 2 (40) 3 (60) 5
CMYC Negativo  19(54) 16(46) 35 8 (50) 8 (50) 16
0,280 0,221
citoplasma Positivo 27(36) 48(64) 75 25(52) 23(48) 48
CcMYC Negativo  25(64) 14(36) 39 29(51) 26(49) 55
0,225 0,212
nucleo Positivo 6 (50) 6 (50) 12 4 (44) 5 (46) 9
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5 DISCUSSAO

51 ASPECTOS EPIDEMIOLOGICOS DA CASUISTICA DO

ESTUDO

De modo semelhante ao consenso da literatura no que diz respeito a
meédia 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 com idades inferiores, a partir
de 15 anos, também fizeram parte da casuistica. No entanto, pelo pequeno
numero 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 sao diretamente dependentes da infecgao
pelo HPV, displasia vulvar e fumo, ao passo que no grupo de mulheres mais

velhas, mutagbes em TP53, inflamacgdes crbnicas, 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 prognostico (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 prognéstico comparado aos que apresentam mutagdes em TP53,
fator etiopatogénico comum no grupo de mulheres acima de 50 anos
(KUMAR et al. 2009). Este aspecto ndo pdde ser avaliado no presente
projeto em detrimento do baixo numero de pacientes com idade abaixo de
50 anos, no entanto, os dados caminham nesta direcao.

Em relacdo a raga 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 pertenceu a
raca branca. Ja em relacdo ao nivel educacional das pacientes, o alto
numero de mulheres analfabetas ou com educacao basica observado parece
refletir no alto numero de gestagbes (média de 6 gestagdes 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 informacao no que diz respeito ao comportamento

sexual, higiene e doengas 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 prevengao em servigos 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
informacao por parte das pacientes acerca dos fatores supracitados pode ter
subestimado o numero de mulheres que fazem uso de contraceptivos orais,
fumo e alcool.

Finalmente, em relacdo as sobrevidas 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 (50%). A
respeito deste dado, pode-se 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

menor — IB, predominantemente (58,91% dos tumores avaliados).
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5.2 ASPECTOS ANATOMO-PATOLOGICOS E CLINICOS DAS

PACIENTES

As caracteristicas anatomo-patoldgicas avaliadas pelo presente
estudo mostraram uma tendéncia de melhor prognostico dos tumores
avaliados: grande parte das neoplasias pertenceu ao grupo de carcinomas
epidermoéides moderadamente diferenciados e bem diferenciados, sendo
que tumores moderadamente a pouco diferenciados refletiram em uma pior
sobrevida das pacientes em relagdo aos tumores mais bem diferenciados,
dado que corrobora os achados de um trabalho realizado nesta instituicao
em 1999 (PINTO et al. 1999) que aponta que mulheres com tumores de
padrao basaldide mostraram 3,5 vezes mais chance de morrer pelo cancer
do que aquelas com tumores bem diferenciados do tipo ceratinizante [Risco
Relativo = 3.5, 95%. Além disso, NICOLETTO et al. (2010) descrevem que
tumores de graus histolégico 1 ou 2 predizem melhor sobrevida livre de
doenca.

Em relacdo ao acometimento linfonodal, foi observado algum grau de
acometimento em 28,3% das pacientes, sendo que dentre as mulheres que
apresentaram linfonodos positivos, foram observadas sobrevidas menores
do que entre aquelas sem nenhum acometimento linfonodal detectado. O
acometimento de linfonodos é um dos principais fatores progndsticos do
carcinoma de vulva estando, inclusive, incorporado ao estadiamento de
neoplasias da FIGO (MOORE et al. 2009).

Sao escassos na literatura trabalhos no que se refere a analise
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histopatolégica de carcinomas de vulva, o que inviabiliza a comparagao de
muitos de nossos achados com os relatados por outros autores. Em nossa
casuistica, apenas uma pequena parcela das pacientes apresentou tumores
com invasao vascular (15%) ou perineural (10,7%). LERMA et al. (1999)
detectaram uma menor porcentagem de invasao vascular (4,3%) e maior de
invasao perineural (21,4%). Entretanto, este estudo contemplou um numero
menor de casos, e fatores como a experiéncia do patologista e 0 numero de
ldminas analisadas para cada caso influenciam no resultado anatomo-
patolégico. Finalmente, entre os tumores analisados pelo nosso estudo,
infiltrado inflamatorio moderado foi observado em numero maior de casos
(62% 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 imunoldgicos envolvidos na resposta inflamatéria
requer maiores estudos (ANDREASSON et al. 1982; HOMESLEY et al.
1993; PINTO et al. 1999).

Dados os sintomas apresentados pelas pacientes, 0 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 informacéao e a dificuldade de acesso aos servicos de saude
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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 relagdo a sintomatologia destas pacientes. Muitas mulheres
com cancer invasivo possuem um longo histérico de sintomas vulvares e
passam por investigacao e tratamento inadequados das lesdes precursoras.
Desta forma, o exame cuidadoso da vulva, bem como o encorajamento ao
auto-exame podem facilitar a deteccdo precoce ndo somente dos
carcinomas invasivos, como também das lesdes precursoras, permitindo
aumento das taxas de sobrevida das pacientes, bem como um manejo mais
conservador desta neoplasia, permitindo preservacao anatdmica 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 (SCHEISTRGEN 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; SCHEISTRQEN et
al. 2002). Curvas de sobrevida de Kaplan-Meier mostraram, dentre a nossa
casuistica, uma diminuigdo da sobrevida global das pacientes quanto maior
o estadiamento do tumor, o que aponta na mesma direcdo da propria
classificacao de estadio da FIGO.

A ocorréncia de tumores em estadios precoces parece ter

influenciado diretamente no tratamento de escolha para a maioria das
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pacientes: vulvectomia radical tripla-incisédo foi realizada em 57,27% das
pacientes, como recomendado pela FIGO em relagdo ao estadio ao
diagndstico e tamanho do tumor. De acordo com as recomendagbes da
FIGO, carcinomas in situ (Estadio FIGO 0) e IA (£2cm) devem ser tratados
com ressecgao local ampla; IB (invasao estromal >1,0cm) e Il (>2 cm) com
vulvectomia parcial e linfadenectomia; e Il (qualquer tamanho com
disseminagao adjacente) e IVA (tumor invadindo outros 6rgaos) devem ser
tratadas com vulvectomia radical (en bloc) e linfadenectomia
(SCHEISTRQEN et al. 2002).

A abordagem cirurgica é o tratamento mais comum para o 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 combinacao de resseccao ampla da vulva com
linfadenectomia ipsilateral ou bilateral inguinofemoral e pélvica, bem como
radioterapia e quimioterapia pré e pds cirurgicas nos tumores maiores € nos
metastaticos (GHURANI e PENALVER 2001; SCHEISTRQJEN 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), complicacbes e recorréncias ainda
sdo motivo de preocupacdo na decisdao clinica (PODRATZ et al. 1983;
ANDERSEN e HACKER 1983; MOORE et al. 2009). Dentre nossa
casuistica, 54,5% das pacientes apresentaram complicagbes da cirurgia,

sendo deiscéncia da ferida a mais comum, seguida de infecgdo e necrose do
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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 tergco 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
que aquelas que nao apresentaram qualquer recidiva. O tamanho da leséo,
margens de resseccdo menores de 1 cm e status dos linfonodos no
momento da cirurgia sdo os maiores preditores de recorréncia em
carcinomas de vulva (COULTER e GLEASON 2003). Em relagao ao tipo de
recorréncia, nossos dados sao similares aos apresentados por outros
autores, com exceg¢ao 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) e COULTER e GLEASON (2003). 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 em linfonodo em tumores primarios parece estar relacionado a
profundidade de invasido e tamanho do tumor, bem como invasao do espacgo

vascular (COULTER e GLEASON 2003). Recidiva a distancia foi observada
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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 tratamento desnecessario, quanto o
tratamento individualizado de modo a evitar tratamento negligenciado,
devem ser rigorosamente avaliados. Além disso, um tempo maior de
acompanhamento das pacientes € importante apds a cirurgia visto que
recorréncias podem ser vistas varios anos apdés a terapia primaria
(SCHEISTRQEN et al. 2002).

Uma vez que o carcinoma vulvar € uma neoplasia relativamente rara,
existe uma 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 prognésticos. Esforgos
constantes tém sido realizados por varios grupos no que diz respeito a estes
marcadores e, até entdo, € essencial que pacientes e servicos de saude
estejam atentos a importancia da avaliagdo 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 infecgao pelo HPV.
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5.3 INFECGAO POR HPV

Quanto a deteccdo do HPV dentre os casos de carcinoma vulvar
avaliados, foi encontrado, cerca de 40% de positividade que é 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 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 infeccéo pelo HPV, a maior
parte pertenceu aos tipos histologicos ndo ceratinizantes tipo CEC3 ou
basal6ide, ao passo que dentre os tumores HPV negativos eram mais
frequentes os carcinomas bem diferenciados (CEC 1), resultado semelhante
aos dados ja bem 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 etiopatogénica do tumor é dependente da
infeccdo pelo HPV, na qual um estagio pré-maligno € observado através de
presenca de VINs classicas, geralmente associada com idade mais jovem

das pacientes e tem sido relatada como tendo um melhor progndstico em
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relagdo aos tumores do grupo HPV negativo; ja no segundo grupo, via &
caracterizada por tumores HPV negativos, acometendo em sua maioria
mulheres mais velhas e é, geralmente, acompanhada de lesdes (VINs)
diferenciadas ou liquen escleroso e mutagées em p53 (VAN DER AVOORT
et al. 2006; HAMPL et al. 2006; LANNEAU et al. 2009).

Dentre a nossa casuistica, mulheres com a infecgdo por HPV
demonstraram uma média de idade e de coitarca menores em relacao
aquelas sem a infecgcdo, corroborando dados previamente descritos na
literatura. Entretanto, pelo agrupamento homogéneo das pacientes entre as
distribuicdbes das caracteristicas de interesse, ndo houve diferenca
estatisticamente significante de quaisquer dados com a infecgao do HPV,
bem como em relagao a sobrevida; no entanto, houve uma tendéncia de pior
sobrevida cancer especifica das pacientes HPV negativas em relagao as que
tinham infeccéo pelo virus, sendo assim a presenca do HPV se demonstrou
um fator protetor de melhor progndéstico em carcinomas vulvares como é

relatado em CEC de boca (SCHWARTZ et al. 2001).

5.4 AVALIAGAO DAS PROTEINAS DA VIA DO WNT

Sabe-se que a via do WNT (conhecida como Wingless Type), tem
papel importante no desenvolvimento e nos processos homeostaticos de
diversas espécies, e quando ativa de maneira aberrante esta associada a
carcinogénese em diversos tipos de tumores (DOUCAS et al. 2006;

GORDON e NUSSE 2006; MIKELS e NUSSE 2006).
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Em neoplasias vulvares ainda ndo se sabe se a mesma se encontra
ativa e/ou alterada, desta forma estudamos em carcinoma vulvar os
marcadores comumente estudados em outros tipos de neoplasias e
associamos os achados com a presenca e auséncia do HPV.

Dentre os marcadores da via do WNT avaliados neste estudo, nao
houve correlagao estatistica entre a presenca do HPV e a expressao destas
proteinas. Existe apenas um relato relevante na literatura, de um estudo em
CEC de orofaringe in vitro que avaliou o papel do HPV, mais
especificamente a atuagdo dos oncogenes E6 e E7 no acumulo de B-
catenina no nucleo que é uma caracteristica da ativacdo da via canbnica do
WNT (RAMPIAS et al. 2009). No entanto neste estudo foram utilizados
culturas de células de CEC de orofaringe e cultura de células com HPV 16 e
18 integradas, e apesar de ter demonstrado o envolvimento dos oncogenes
E6 e E7 na regulagao da B-catenina in vitro, podemos ver que 0 mesmo nao
acontece em CEC de vulva in vivo.

Ao avaliarmos os marcadores da via do WNT observamos que a
expressao positiva de Frizzled1 foi de 25% nos casos que acometiam a
derme superficial/derme e os com invasao profunda da derme/subcutaneo
apresentaram quase o dobro de expressao desta proteina (45%), ainda
observamos que os tumores com metastase linfonodal apresentaram 44%
de positividade para Frizzled1 ao passo que os tumores com auséncia de
metastase linfonodal apresentaram 24% de positividade de Frizzled1. Desta
forma sugerimos que o aumento da expressdao do Frizzled1 pode estar

associado ao aumento de invasao e consequentemente ao aumento de
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metastase linfonodal em carcinoma de vulva apresentando pior progndstico.

A avaliarmos a B-catenina citoplasmatica observamos que os tumores
com maior profundidade de invasao apresentaram maior frequéncia de
expressdo de B-catenina citoplasmatica de (35%) em relagdo aos tumores
superficiais (19%) (p=0,003), ja os casos que apresentavam invasao
perineural apresentaram (54%) de marcagéao e os com auséncia de invasao
perineural (20%) (p=0,007), sugerindo que o acumulo de B-catenina no
citoplasma esta associado ao aumento de invasdo em carcinoma de vulva
sendo assim estes casos de pior prognostico.

A B-catenina nuclear foi mais expressa em (16%) dos tumores com
metastase linfonodal e nenhum dos tumores com auséncia de metastase
apresentou expressdo de p-catenina (p=0,010), dado importante que nos
leva a sugerir este marcador como marcador de pior prognostico e para
identificar metastases linfonodais.

A expressao de Ciclina D1 foi de 78% dos casos com estadiamento
mais avancgado lll/IV, ja os casos iniciais I/ll a frequéncia foi de apenas 57%

(p=0,022), se apresentando como marcador de pior prognostico.
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6 CONCLUSAO

O presente estudo ¢é inédito na avaliagdo de marcadores da via WNT
em carcinomas vulvares e na associagao dos achados com a presenca e
auséncia de HPV, com uma casuistica alta por se tratar de um tumor raro e
de grande importancia epidemioldgica pela sua ascenséo nos ultimos anos.

Observamos o aumento da incidéncia do carcinoma de vulva com o
aumento da idade; predominancia de pacientes da raca branca em relagao a
nao branca; baixo nivel educacional como um importante fator de risco para
o desenvolvimento da doenga; positividade de HPV em cerca de 40% das
amostras, dados semelhantes ao citado na literatura.

Observamos que a presenca do HPV se mostrou como fator de
melhor prognostico.

Dado importante e inédito, observado ao avaliar os marcadores da via
WNT foi que em carcinomas vulvares a presenca do HPV parece néo ter
envolvimento na regulagao desta via.

ApoOs avaliarmos a expressao dos marcadores da via do WNT,
sugerimos neste trabalho que o aumento da expressédo do Frizzled1 esta
associada ao aumento de invasado e consequentemente ao aumento de
metastase em carcinoma de vulva apresentando pior prognéstico.

Observamos que o0 acumulo de p-catenina no citoplasma esta
associado ao aumento de invasdo em carcinoma de vulva sendo assim

estes casos de pior prognaostico.
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A B-catenina nuclear foi mais expressa apenas em tumores com
metastase linfonodal, dado importante que nos leva a sugerir este marcador
como marcador de pior prognostico para identificar metastases linfonodais.

A Ciclina D1 foi mais expressa nos casos com estadiamento mais
avangado lll/IV, podendo ser usado como marcador de confirmagcao de
estadiamento e de pior prognaostico.

Concluimos que a via do WNT se encontra ativa em carcinomas de

vulva.
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