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RESUMO

Milfont FLL. Rea¢ao inflamatoria primaria associada ao tumor no carcinoma invasivo da

vulva. [Tese]. Sdo Paulo; Fundacao Antonio Prudente; 2020.

Resumo: O carcinoma escamoso de vulva (CEC) ¢ uma neoplasia rara que corresponde a cerca
de 3 a 5% dos tumores ginecologicos malignos. Seu surgimento ¢ mais comum entre a sétima
e oitava década de vida, entretando, nos ultimos anos observou-se um aumento em sua
incidéncia em mulheres jovens, possivelmente decorrente do crescimento do nimero de
infec¢des por HPV. Duas vertentes dividem o carcinoma de vulva em vias distintas: uma
relacionada a presenca de infecgdo por HPV e a outra, associada a mutagdes no gene pS53 e
processos inflamatorios cronicos, sendo ambas precedidas por lesdes precursoras (lesdes
intraepiteliais vulvares — VINs). O sistema imunologico atua com finalidade garantir a
homeostase, entretanto, o contexto de inflamagdo e infeccdo costumam estar associadas ao
desenvolvimento e progressdao do cancer. A analise do microambiente imune do tumoral e seu
impacto no resultado clinico podem prover informacdes preciosas para uma melhor
compreensdo dos mecanismos celulares envolvidos e evidenciar marcadores com valores
preditivos de resposta terapéutica e/ou diagnostica. Objetivo: Ampliar a caracterizagdo dos
componentes celulares do infiltrado inflamatdrio da primeira linha de defesa (imunidade inata)
associados ao tumor em carcinoma vulvar, relacionar esses componentes ao status de infec¢ao
pelo HPV. Métodos: Quarenta e quatro amostras de tecido fixados em formalina e incluidas em
parafina foram selecionadas de forma retrospectiva dos arquivos do Departamento de Anatomia
Patologica do A.C.Camargo Cancer Center no periodo de 1990 a 2015. Para a identificagdo dos
marcadores imunoldgicos, foram realizados experimentos de imunohistoquimica e,
posteriormente, esses marcadores foram quantificados através do programa APERIO®.
Resultados: Com base nos padrdes de infiltragdo de células imunoldgicas, a maior expressao
ocorreu na regido peritumoral nas duas vias de CEC vulvar (HPV independente e HPV
associado) para os marcadores CD68, granzima B, perforina, S100, CD1a e PD-L1 (p<0,05).
A expressao de perforina foi maior em CEC HPV independente nas regides peri- (p=0,004) e
intratumoral (p=0,021). Em CEC HPV independente, a expressdo intensa de S100 na regido
peritumoral foi associada a auséncia de metastase linfonodal (p=0,008); a expressdo forte de
S100 na regido intratumoral foi associada a auséncia de invasao vascular (p=0,007) e auséncia

de metastase linfonodal (p=0,043). Na via de CEC HPV associado, a expressdo intensa de



perforina esteve relacionada a menor profundidade de invasdo nas regides peri- (p=0,013) e
intratumoral (p=0,022). As expressdes dos marcadores de células inflamatoria apresentaram
associagdo com sobrevida global e livre de doenga para as vias do CEC de vulva. Em CEC HPV
independente, a expressdo intensa de CD1a na regido intratumoral, correlacionou-se ao menor
tempo de sobrevida livre de doenga (p=0,045). Na via de CEC HPV associado, o aumento da
expressao de CD56 foi associada ao menor tempo de sobrevida global (p=0,043); as expressdes
aumentadas de CDla e PD-L1 na regido peritumoral se correlacionaram a maior tempo de
sobrevida livre de doenga (p=0,008 e p=0,021, respectivamente). Conclusao: Esse ¢ um estudo
que caracteriza o infiltrado inflamatério tumoral correspondente a primeira linha de defesa
(imunidade inata) do organismo nas duas vias do carcinoma escamoso de vulva. Nossos dados
sugerem que o principal papel da imunidade inata em ambas as vias de CEC vulvar seja como

mecanismo de defesa, na tentativa de impedir a progressao tumoral.

Descritores: Neoplasias Vulvares. Sindrome de Resposta Inflamatéria Loco-regional.

Biomarcadores. Imuno-Histoquimica. Papiloma virus humano



ABSTRACT

Milfont FLL. [Primary inflammatory reaction associated with the tumor in invasive vulvar

carcinomal. [Tese]. Sao Paulo; Fundag¢do Antonio Prudente; 2020.

INTRODUCTION: Vulva squamous carcinoma (VSCC) is a rare neoplasm that corresponds
around 3 to 5% of malignant gynecological tumors. Its incidence is more common between the
seventh and eighth decade of life, however, recently it has increased in young women, possibly
due to an increasing number of HPV infections. Two strands divide vulvar carcinoma into
different way: one related to the presence of HPV infection and on the other hand, associated
with mutations in p53 gene and chronic inflammatory processes, both of them are preceded by
precursor lesions (vulvar intraepithelial lesions - VINs). The immune system acts to guarantee
homeostasis, however, the context of inflammation and infection is usually associated with the
development and progression of cancer. The analysis of the tumor microimmune environment
and its impact on the clinical outcome can provide valuable information for a better
understanding of the cellular mechanisms involved and evidence markers with predictive values
of therapeutic and / or diagnostic response. AIMS: To expand the characterization of the
cellular components of the inflammatory infiltrate of the first line of defense (innate immunity)
associated with the tumor in vulvar carcinoma, relating these components to the status of HPV
infection. METHODS: Forty-four tissue formalin fixed paraffin embedded samples were
retrospectively selected from the archives of the Department of Anatomic Pathology of
A.C.Camargo Cancer Center from 1990 to 2015. For the identification of immunological
markers, experiments were carried out immunohistochemistry and, later, these markers were
quantified using the APERIO® program. RESULTS: Based on the infiltration patterns of
immune cells, the greatest expression occurred in the peritumoral region in both vulvar CPB
pathways (independent HPV and dependent HPV) for the markers CD68, granzyme B, perforin,
S100, CD1la and PD-L1 (p < 0.05). Perforin expression was higher in independent VSCC HPV
in the peri- (p = 0.004) and intratumoral (p = 0.021) regions. In an independent VSCC HPV,
the intense expression of S100 in the peritumoral region was associated with the absence of
lymph node metastasis (p = 0.008); the strong expression of S100 in the intratumoral region
was associated with the absence of vascular invasion (p = 0.007) and absence of lymph node
metastasis (p = 0.043). In the VSCC HPV-dependent pathway, the intense expression of

perforin was related to a lesser depth of invasion in the peri- (p = 0.013) and intratumoral (p =



0.022) regions. The expressions of the inflammatory cell markers were associated with global
and disease-free survival for the VSCC pathways. In an independent VSCC HPV, the intense
expression of CD1a in the intratumoral region, it was correlated with the shorter disease-free
survival (p = 0.045). In the VSCC HPV-dependent pathway, increased CD56 expression was
associated with shorter overall survival time (p = 0.043); the increased expressions of CDla
and PD-L1 in the peritumoral region correlated with longer disease-free survival (p = 0.008 and
p = 0.021, respectively). CONCLUSIONS: Conclusion: This is a study that characterizes the
inflammatory tumor infiltrate corresponding to the first line of defense (innate immunity) of the
organism in the two pathways of squamous carcinoma of the vulva. Our data suggest that the
main role of innate immunity in both pathways of VSCC is a mechanism defense, in an attempt

to prevent tumor progression.

Keywords: Vulvar Neoplasms. Loco regional Inflammatory Response Syndrome. Biomarkers.

Immunohistochemistry. Human Papillomavirus
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1 INTRODUCAO

As queixas urogenitais estdo entre os dez principais problemas relatados pelos
ginecologistas em geral. Dentre estas queixas, especial aten¢do deste especialista se volta as
doencas vulvovaginais, devido as suas apresentacdes cronicas e recorrentes '. A vulva costuma
ser a regido mais coberta do corpo, com camadas de tecidos por vezes pouco permeaveis a
umidade. O contato frequente da superficie vulvar com umidade excessiva pode predispor a
regido a traumas, coceiras e queimacdo !. Além disso, o epitélio da vulva esta frequentemente
em contato com secre¢des vaginais, urina e resquicios fecais, sofrendo diretamente a agdo
desses compostos 2. Praticas pouco recomendaveis, como o uso de 14minas para remogdo dos
pelos, perfuragdo para inser¢do de adornos (piercings), higienizagdo com agentes causticos,
infibulagdo e lesdes iatrogénicas também podem acarretar danos a regido '. Somem-se a estas,
doengas dermatoldgicas, manifestagdes de doencas sist€émicas, doengas sexualmente

transmissiveis (DSTs), neoplasias benignas e malignas, estas tltimas objeto deste trabalho 34,
1.1 AS NEOPLASIAS MALIGNAS DA VULVA

O cancer (carcinoma) da vulva ¢ uma neoplasia rara, representando menos de 0,6%
dos tumores malignos em mulheres e 4% das neoplasias malignas do trato genital feminino °.
Dentre os carcinomas vulvares mais comuns estdo os carcinomas de células escamosas (CEC)
ou epidermoides, correspondendo a cerca de 95% das neoplasias vulvares. Os CEC sdo
subdivididos em: basaldide, verrucoso, ceratinizante, ndo-ceratinizante e condilomatoso *'2.

O subtipo ceratinizante ¢ o mais frequente, compreendendo aproximadamente 65 a
80% dos casos. Ocorre em mulheres mais velhas, geralmente apds a menopausa, e possui
associacdo menos frequente com a infecgdo por papilomavirus humano (HPV). Sao
caracterizados pela presenga de células escamosas com boa a moderada diferenciagao,
ceratinizagdo (presenca de pérolas corneas) e auséncia de coilocitos °. Em contraste, as
caracteristicas de ceratinizag¢do estdo ausentes no subtipo nao-ceratinizante, notando-se aqui
agregados de células neoplésicas pouco diferenciadas.

Ja os subtipos basaloide ¢ bowenoide/condilomatoso sao menos frequentes, abarcando

os 20 a 35% restantes. S3o mais observados em mulheres jovens, no periodo peri- ou pré

menopausa, com historico de infecgdo por HPV. Estdo frequentemente associadas a presenca



de neoplasias intraepiteliais vulvares (VIN), as quais s@o diagnosticadas através da vulvoscopia
e bidpsia da lesdo suspeita **13. Como caracteristicas particulares, os carcinomas basaloides
exibem crescimento de células neoplasicas em faixas dentro de um estroma desmoplésico, com
citoplasma escasso e sem pérolas corneas. Os carcinomas basaloides estao associados ao HPV-
16.

O subtipo verrucoso ¢ raro, apresenta crescimento lento e bom progndstico. A lesao ¢
exofitica, exuberante, com projecdes irregulares e ceratinizagdo proeminente. Tém baixo poder
metastatico e estdo associadas ao subtipos de HPV de baixo risco >4,

Ap6s os CECs, o melanoma ¢ o segundo tipo de neoplasia vulvar, compreendendo os
5% restantes. Apresenta-se como lesdes mais comuns nos pequenos labios e no clitéris. Sua
incidéncia ¢é estimada em 2 casos a cada 1 milhdo de mulheres por ano. Embora a regido vulvar
corresponda a somente 0,7% de area total da superficie corporal, cerca de 2% dos melanomas
femininos ocorrem nessa regido, o que demonstra sua especial susceptibilidade '>!7. Portanto,
a presenca de lesdo pigmentada nesta regido deve ser sempre investigada com cautela °.

Além destes, ha neoplasias de tipos histolégicos menos frequentes, como o

adenocarcinoma, o carcinoma basocelular, a doenca de Paget e os sarcomas %1%,

1.2 CARCINOMA DE CELULAS ESCAMOSAS DA VULVA (CEC)

1.2.1 Incidéncia

Nos paises em desenvolvimento, estima-se mais de 20 milhdes de novos casos de cancer
até 2025 22!, A incidéncia relatada na literatura para o cancer de vulva demonstra que esse
valor varia de 1 a 4 em cada cem mil mulheres por ano (1-4/100.000 mulheres/ano). Entretanto,
os numeros evidenciam distribuicao irregular por idade, sendo 2,2 casos/100.000 mulheres/ano
na faixa etaria superior a 80 anos e 0,57/100.000 mulheres/ano na faixa etaria de 20 a 39 anos
62223 " A incidéncia geral aproximada é de 4,6% a cada 5 anos, com maior frequéncia entre
mulheres com idade superior a 70 anos '7?**. A previsio realizada pelo National Cancer
Institute dos Estados Unidos da América 2® para o ano de 2020 é de cerca de 6.120 novos
diagnésticos de cancer de vulva, com 1.350 novas mortes 2728,

No Brasil, Sao Paulo tornou-se a cidade do pais com o maior niimero de mulheres
acometidas com essa neoplasia entre os anos de 2000 a 2005, apresentando 1,44 casos/100.000
mulheres/ano. As estimativas brasileiras nao exibem com clareza os dados a respeito desta

neoplasia atualmente. Porém, os escassos estudos sugerem um aumento em sua incidéncia nos

tltimos anos 2° 3!, Esta lacuna estatistica nio ocorre somente no Brasil, mas também em paises



europeus ¢ na América do Norte, de acordo com dados de revisdo, o que torna pouco precisa a

incidéncia real da doenga 734,

1.2.2 Etiologia e Patogénese

Dentre os fatos de risco conhecidos que contribuem para o desenvolvimento da
neoplasia estdo: lesdes associadas ao HPV, idade avangada, tabagismo, presenca de liquen
escleroso, imunodepressao, historia de neoplasia intraepitelial e cAncer cervical >33,

Recentemente foi proposto que o CEC vulvar apresenta duas vias etiopatogénicas
distintas: uma associada ao HPV de alto risco e a outra, HPV-independente, associada ao liquen
escleroso. Estas vias sdo caracterizadas por diferengas nas lesdes precursoras, nos aspectos
morfoldgicos, no progndstico, nos eventos moleculares durante o processo de oncogénese € no
tratamento 232837,

A mesma linha de raciocinio envolve as lesdes pré-malignas (precursoras), que
predispdem ao surgimento da neoplasia: a neoplasia intraepitelial vulvar (VIN). Essas lesdes
tém igualmente duas vias patogenéticas correspondentes as referidas acima: VIN usual/classica
(uVIN) e VIN diferenciada (dVIN), respectivamente relacionada a presenga ou auséncia de
infecgio pelo HPV %49,

A VIN do tipo usual/classica (uVIN) representa um terco dos casos e sdo formadas por
lesdes intraepiteliais escamosas de alto grau, incluindo as lesdes dos tipos condilomatosa ou
basaloide. Este subtipo apresenta incidéncia geografica varidvel, todavia acomete
principalmente mulheres mais jovens e detém, como causa reconhecida, a infeccdo persistente
pelos subtipos oncogénicos de HPV de alto risco, dos tipos 16, 18, 31 e 33, principalmente *!*2,
As lesdes sdo multifocais e podem estar associadas a neoplasias intraepitelias de outras partes
do trato genital inferior, como colo de Gtero, vagina e regido anal '**.

A uVIN corresponde a lesao precursora do CEC vulvar associado ao HPV de alto risco,
o qual tém prevaléncia de 34% (IC 95% 28-39%) dentre os carcinomas vulvares, segundo
revisdo sistematica de Zhang et al. **. Embora a infecgdo por HPV esteja envolvida na
patogénese tanto da lesdo precursora, quanto do carcinoma, a entidade uVIN apresenta risco
reduzido de evolugio para lesdo invasiva 4142,

Diferente da VINs do tipo usual/classica, as VINs do tipo diferenciada (dVIN) sdo
formadas por lesdes precursoras independentes do HPV, incluindo as lesdes intraepiteliais

vulvares exofiticas diferenciadas e acantose com diferenciagao alterada, isto €, compreende as

lesdes ceratinizadas ou diferenciadas *. Esse grupo representa a maior parte dos casos de VIN,



acometendo cerca de 3 a 4 vezes mais mulheres com idades avangadas (entre a sétima e oitava
década de vida).

A via relacionada a dVIN tem etiologia desconhecida e seus casos ndo apresentam
relagdo com o tabagismo ou com a infeccao por HPV. No entanto, surgem no contexto de
mutagdes somadticas no gene TP53 e possuem conexao com processos inflamatdrios cronicos
como o evento inicial critico, as quais podem atuar como promotor ou até mesmo iniciador do
processo neoplasico 634334547 Dentre os processos desencadeadores tém-se a hiperplasia
epitelial, distrofia vulvar e, principalmente, o liquen escleroso >*** De acordo com Zhang et

al. # esse subtipo esta correlacionado com uma maior taxa de invasio (Figura 1).
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Figura 1 - Esquema da fisiopatologia das lesdes intraepiteliais vulvares (VINs) dos tipos usual

(uVIN) e diferenciada (dVIN) e sua progressao para carcinoma de células escamosas (CEC). A
figura mostra a progressao sugerida de uVIN: a proteina E6 do HPV degrada o gene de supressdo tumoral p53; ja
a proteina E7 do HPV ¢ responsavel pela inativagdo do gene supressor tumoral pRB, liberandoE2F, o qual resulta
em uma hiperproliferacio celular. A imunohistoquimica, o p16 é tipicamente positivo, enquanto o p53 ¢é negativo.
Nas dVIN: as dermatoses cronicas, sobretudo o liquen escleroso e o liquen plano, podem evoluir para dVIN e
CEC. A imunohistoquimica, o p16 é tipicamente negativo e o p53, positivo. (*) Taxa de progressdo de acordo com
van de Nieuwenhof et al. 22,

A distingdo entre as vias moleculares do CEC vulvar nos casos com e sem relagdo com
HPV, estudadas através da técnica de sequenciamento (NGS, em inglés, next generation
sequencing) foi recentemente revisada >°. Nos casos positivos para o HPV, as principais vias
implicadas foram: AMPK, prolactina, mTOR e quimiocinas. Nos CEC vulvares negativos para
HPV estavam implicadas as vias GnRH, neurotropina, oxitocina ¢ NOTCH. Os casos,
independentemente do status do HPV, mostravam ainda desregulacdo da via do PI3K-Akt,
levando a aberragoes no ciclo celular. Estes mecanismos moleculares, confrontados com as

bases de dados genéticos de interagdo entre drogas (em inglés, drug gene interaction database),



poderio servir de suporte para a busca ade novas opg¢des terapéuticas *°. Em outro estudo de
perfil génico, os casos de carcinoma vulvar positivos para HPV apresentaram preferencialmente
participagdo da via PI3K/Akt, enquanto que os casos negativos para HPV mostraram
participacdo das vias de nTP53, TERTp, CDKN2A, CCNDI, EGFR e maior frequéncia de
expressio de PD-L1 '2,

O reconhecimento das vias moleculares do CEC vulvar e suas lesdes precursoras levam
a crer que podemos considera-las duas doencas distintas do ponto de vista morfologico e
biologico. No entanto, apesar dos avangos na area, a terapéutica ainda € relativamente uniforme

e o conhecimento ndo foi acompanhado, na mesma medida, a evolugao terapéutica (Tabela 1)
51

Tabela 1 - Pardmetros associados ao carcinoma de células escamosas dependente e
independente da infec¢do por Papilomavirus Humano (HPV).

HPYV associado HPY independente
Idade Quarta a sexta década Quinta a sétima década
Etiologia Infecgdo por HPV de alto Inflamacao crénica (liquen
risco escleroso)
Precursor uVIN dVIN
Biomarcador pl6 pS3
associado
Sobrevida Favoravel Menos favoravel
Sensibilidade a Sensivel Menos sensivel
radioterapia

Legendas: uVIN: neoplasia intraepithelial vulvar usual; dVIN: neoplasia intraepithelial vulvar diferenciada

1.2.3 Sinais e Sintomas

O CEC de vulva, muitas vezes, apresenta-se inicialmente assintomatico. Segundo o
NCI-USA 2%, 10% das pacientes sdo assintomaticas, podendo resultar em diagnéstico tardio e
consequente impacto negativo no prognostico. Nos casos sintomaticos podem ser observados
longo histérico de prurido, dor local, ardor, corrimento vaginal, disuria, sangramento fora do
periodo menstrual, nédulo ou ulceragdo e areas da pele com cor e textura alteradas. Nos estagios
avangados também sdo observados sintomas como dor a relagao sexual (dispareunia) e nédulos
na regido da virilha, refletindo metastase linfonodal &%19:47:52-54,

Nos casos sintomaticos hd maior chance de haver tratamento das lesdes precursoras,
através do exame clinico, vulvoscopia e, eventualmente biopsia, resultando na prevencao de

progressio da doencga %3, Ainda no sentido de evitar o retardamento da busca por atendimento



médico, a conscientizacdo das mulheres para superarem o sentimento de constrangimento ou

negagdo parece fundamental %7,

1.2.4 Fatores de Prognostico

Na literatura, os dados sobre os fatores progndstico associados as recorréncias locais

a de parte, limitad fat linico-patologi lassicos *%. Ent fat

sdo, em grande parte, limitados aos fatores clinico-patologicos classicos °°. Entre esses fatores
estdo: estadio, tamanho, profundidade de invasdo e a invasdo do espago vascular. Contudo, o
status linfonodal ganhou grande importincia prognéstica >3, Em contrapartida a profundidade
de invasdo, que aparenta ser de grande relevancia para os casos de recorréncia local, o status do
linfonodo ¢ o fator progndstico considerado mais importante por diversos estudos para a

sobrevida global no carcinoma vulvar %466,

197 ¢ isso

A sobrevida do paciente ¢ correlacionada negativamente ao status linfonoda
ocorre em virtude de haver chances da disseminagao tumoral para linfonodos proximos e até
mesmo para sitios distantes ®®. Dados recentes da literatura indicam que a taxa de sobrevida em
cinco anos para pacientes com status linfonodal negativo ¢ de 70 a 98%, enquanto para aqueles
que apresentam envolvimento linfonodal metastatico, essas porcetagens se reduzem
abruptamente para 12 a 41% 6571,

A ocorréncia de nodulos linfaticos positivos na virilha estd intimamente relacionada ao
tamanho do tumor primario e a profundidade de invasdo *°. O estadiamento (do inglés,
International Federation of Gynecology and Obstetrics-FIGO 2009) incorporou o status

linfonodal como fator de progndstico **7%73

, além de outros fatores, como a dimensdo das
metastases, tamanho e nimero de linfonodos acometidos, bem como a presenca de crescimento

extracapsular %727 A influéncia do estidio na sobrevida estd resumida na Tabela 2 2%,

Tabela 2 - Taxa de sobrevida em 5 anos de acordo com o estadio do carcinoma de vulva

Estadio Taxa de sobrevida em 5
anos

I-1I: doenga local, sem linfonodos comprometidos ~ 86%

III-IVA: doenga regionalmente avancada, com ~52%

metastases em linfonodos proximos

IVB: doenga a distancia ~22%

Fonte: Mantovani et al. (2020).
Embora muitos estudos tenham sido desenvolvidos buscando uma associagdo do HPV

de alto risco e o progndstico das neoplasias vulvares, os dados ainda sdo conflitantes, uma vez



que a maioria destes dados ndo mostra associagdo significativa entre HPV e prognostico. Porém,
outros estudos destacam importantes resultados clinicos favoraveis em neoplasias vulvares
positivas para HPV 7.

A resposta imune local também tem demonstrado valor prognostico nas lesdes epiteliais
vulvares. Um numero mais alto de células CD8+ aliado a Fox-P3 mais baixo em VIN de alto
grau associado ao HPV foi relacionado a melhor prognéstico . Um nimero aumentado de
células T auxiliares intraepiteliais também foi associado a prognostico mais favoravel em CEC
vulvar 77, A expressdo imunohistoquimica de CD8 e PD-L1 na regido intratumoral aumentou o

risco de recorréncia, mortalidade global e mortalidade cancer especificas em pacientes com

CEC vulvar 8,

1.2.5 Tratamento

O tratamento ¢ tanto mais agressivo ¢ mutilador, quanto mais tardio for o diagndstico e
mais avangada estiver a doenga. A modalidade da terapia ¢ determinada pelo médico
responsavel de acordo com parametros como: extensdo da doenca, recorréncia ou primariedade
do tumor, historico médico e atual estado geral de satide ”°. Ndo obstante a escolha terapéutica
feita pelo médico, em consonédncia com a opinido do paciente, outros critérios como o tamanho
do tumor, invasdo das estruturas perineais, comprometimento linfonodal e metastases a
distancia (TNM) do estadiamento proposto pela FIGO orientam a abordagem terapéutica a ser
adotada *°.

O tratamento do cancer de células escamosas da vulva pode incluir tratamentos topicos

4053.62 - Historicamente, o

e cirargicos, acompanhados por quimioterapia e radioterapia
tratamento do cincer vulvar era mais extensivo e mutilante 7568183 Egtes foram sendo
paulatinamente substituidos por métodos menos agressivos, associados a biopsia de linfonodo
sentinela quando indicado '"%+%%. Assim, evitam-se os efeitos indesejados tanto da cirurgia,
quanto da linfadenectomia de rotina, j& que 70% das pacientes com lesdo localizada tém
linfonodos sentinelas negativos 71+,

Em casos mais avangados, o tratamento pode abranger uma combinagao de radioterapia
com quimioterapia seguida ou nao de tratamento cirargico. Nos casos considerados avancados
as opg¢des terapéuticas sdo extremamente limitadas; em casos de reincidéncias, ha ainda maiores
dificuldades relacionadas aos tipos de tratamento *°!.

A exemplo de outras neoplasias, a terapia oncoginecoldgica tem se voltado para os
beneficios atingidos pela imunoterapia, variavel em diferentes tipos de neoplasias, em particular

com vistas a melhorar a sobrevida em estadios mais avancados da doenca 3%.



Em doenca de Paget vulvar, a terapéutica com imiquimod levou ao aumento de células
inflamatérias intraepiteliais, com fen6tipos CD8+, Fox-P3+ e CD56+ *2. Em estudos clinicos,
pacientes com VIN de alto grau relacionados ao HPV e com resposta a vacina terapéutica para
HPV16 apresentaram, igualmente aos individuos normais, inflamagao local mais exacerbada.
Enquanto isto, pacientes ndo respondedores apresentaram deple¢do de células inflamatorias
locais *. Aproveitando o efeito indutor da imunidade celular pelas vacinas terapéuticas para
canceres associados ao HPV, estas vém sendo continuamente exploradas **.

Pode-se repetir com CLANCY et al. (2016) 3! que “estratégias terapéuticas dirigidas a
mutacbes alvos devem ser mais exploradas, assim como tratamentos que considerem a
presenca do HPV e o incremento da resposta imune do hospedeiro”. Para tanto, ¢ fundamental

que se incentivem estudos nessas diregdes.

1.3 PAPEL DO PAPILOMAVIRUS HUMANO NO DESENVOLVIMENTO
TUMORAL

H4 5 décadas, o prémio Nobel de Medicina de 2008, Harald Zur Hausen *°, postulou a
possivel presenga de DNA de um virus oncogénico nas células neoplésicas do carcinoma do
colo uterino e outros. No inicio da década de 1980, ele anunciou a descoberta do papilomavirus
humano tipo 16 (HPV16), o qual ¢ encontrado em bidpsias de aproximadamente 70% de
pacientes com cancer cervical **°’. O HPV tem sido, desde entdo associado a vérios tipos de
carcinoma, principalmente de células escamosas, como perineo, vulva, vagina, colo do tutero e
regido anal na mulher e pénis, uretra, saco escrotal e regido anal no homem. Podem ainda
associar-se a tumores malignos na regiao da cabeca e pescogo, como no carcinoma de orofaringe
e cordas vocais %419,

Os HPVs podem ser de baixo risco oncogénico (tipos 6, 11, 13, 32, 34, 40, 42, 44, 53,
54, 55 e 63) ou de alto risco (tipos 16 18, 31, 33 e 35). Dos 40 tipos que acometem a regido
anogenital, aproximadamente 18 sdo oncogénicos 7>194-106,

O potencial carcinogénico do HPV esta relacionado a duas oncoproteinas virais, E6 e
E7, as quais sdo capazes de interagir com proteinas que regulam o ciclo celular e que interagem
com os genes supressores tumorais TP53 e retinoblastoma (Rb). Essa interagdo provoca a
degradacdo e inativagdo das proteinas celulares, o que conduziria a transformacao,
imortalizagdo celular e, posteriormente, & formagio de neoplasias 102107110,

No carcinoma de vulva, a oncoproteina E7, ao inibir a proteina do retinoblastoma (pRb)

regula positivamente a pl4ARF que também ¢ um importante supressor tumoral enquanto a



proteina E6, por sua vez, ao inibir a p53, regula positivamente a pl 6INK4a. Estas regulagdes
resultam em uma expressao proteica exarcebada de p14 e p16 no epitélio vulvar, provenientes
da infecgdo viral e sugerem que a degradacao de p53 e pRb sdo acontecimentos prematuros no
processo de carcinogénese vulvar ligados a via do HPV %! E sabido que a E6 também ¢é
responsavel por ativar a telomerase, inibindo a senescéncia e morte celular, que leva a
imortalizacdo das células, enquanto a E7 induz a expressao de IL-1 que ativa a expressao do
modulador NF-kB, que ¢ a peca chave para a inflamagdo cronica em cancer !!2,

Estudos recentes t€m demonstrado que a vacina quadrivalente contra o HPV associa-se
a reducdo no niimero de mulheres com VIN usual/classica, com eficacia de 79%, reforgando a
importancia da vacinagio de adolescentes como medida profilatica ''°. Esta estratégia podera

contribuir para a redugio da incidéncia do cancer de vulva associado ao virus 4.

1.4 SISTEMA IMUNE E A PROGRESSAO TUMORAL

O desenvolvimento de uma neoplasia estd intimamente relacionado a diversos fatores,
tais como hereditarios, ambientais e acimulo de mutagdo, os quais podem resultar em perda do
controle celular dos processos de diferenciagcdo e divisdo, provocando, consequentemente, a
formagio de um tumor maligno !'*. Entretanto, o sistema imunoldgico pode reverter esta
situacdo identificando e destruindo as células danificadas ou pela eliminagdo de agentes
infecciosos oncogénicos. Quando isto ndo ocorre, ou € insuficiente, hd promogao e progressao
do tumor "> O reconhecimento de que o microambiente tumoral, que inclui a matriz
extracelular, as células inflamatdrias e a angiogénese estdo implicadas no mecanismo de
oncogénese 7.

Estudos indicam que aproximadamente 25% de todas as neoplasias ocorrem devido a
inflamacao cronica, apontando para a relacdo da inflamacao a redes reguladoras de genes, cujas
disfungdes estdo associadas ao desenvolvimento do cancer !'®!"°. Esta relagdo entre um
processo inflamatodrio e neoplasias ocorre por intermédio de vias extrinseca e intrinseca. Na via
extrinseca, ou dependente de inflamacao, condi¢des inflamatérias podem desencadear o perfil
maligno, como as relacionadas a microorganismos, doengas autoimunes, doengas inflamatorias
cronicas. Na via intrinseca, ou independente de inflamacdo, mutag¢des ativam oncogenes, que
criam um ambiente inflamatério em resposta a neoplasia. Em ambas as vias, a iniciagdo
neoplasica ocorre através de ativacao de oncogenes, inativagdo de genes supressores tumorais
(anti-oncogenes) e desequilibrio entre a proliferacdo e morte celular (apoptose). Ja na fase de

progressdo da neoplasia, a inflamacdo fara parte do microambiente tumoral, juntamente com
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processos como a angiogénese € a fibrose, através do reconhecimento dos neoantigenos, que
suscitardo resposta imune com participacdo dos componentes celulares da imunidade inata e da
adaptativa. Estes mecanismos participam igualmente do processo de metastatizagio 8120,

As células da imunidade inata incluem principalmente os macréfagos associados a
tumores (TAM, em inglés tumor associated macrophages), neutrofilos e as células dendriticas.
O processamento de neoantigenos tumorais por essas células e sua apresentagdo para os
componentes da imunidade adaptativa, leva ao recrutamento de linfocitos T e B, que

120 Células com caracteristicas

desenvolvem uma resposta mais especifica ao tumor
intermediarias, os linfocitos inatos (ILC, em inglés innate lymphhoid cells), incluindo as células
NK, também desempenham importante papel na modulagio do desenvolvimento neoplasico '*!.
Se o sistema imune responde a presenga dos neoantigenos tumorais suscitando uma resposta
imune, o desenvolvimento do tumor implica em mecanismos que, de alguma forma, inativam
essa resposta. Isto se da pelos mecanismos da tolerancia imunologica, que acabam por permitir
0 “escape” e consequente crescimento tumoral, chamados de “immune checkpoints” 12°,

A imunidade inata caracteriza-se por uma resposta primaria e imediata e pela atividade
imune semelhante (estereotipada, de certa forma) frente a variados estimulos antigénicos. A
imunidade adaptativa caracteriza-se por sua atuacdo especifica, diversidade, memoria,
especializacio, autolimitagdo e tolerancia 22,

Um dos mecanismos inatos evidenciado em neoplasias ¢ o reconhecimento de antigenos
tumorais pelo complemento, com posterior destrui¢ao da célula neoplasica mediada por este.
Este mecanismo pode ser contrabalancado pelas proteinas reguladoras do complemento ligadas
a membrana celular, as quais podem reduzir o efeito da destruicao celular, bem como a
utilizacdo do complemento na ativacdo dos linfocitos na resposta adaptativa. Outros
componentes da imunidade inata, as células NK, reconhecem alteragdes sofridas pelas
moléculas de histocompatibilidade de classe I (MHC-I) na superficie de células tumorais. Este
mecanismo reduz o reconhecimento de antigenos estranhos pelos linfocitos, inconveniente
contornado por esta propriedade das células NK. Neutréfilos sdo componentes da resposta
imune inata que tém duplo papel no desenvolvimento das neoplasias: por um lado, suas enzimas
degradam a membrana das células tumorais, facilitando sua eliminagdo, mas por outro
degradam a matriz extracelular facilitando a migragio e invasio pelas células andmalas 2.

Os macrofagos, igualmente, t€ém agdo ambivalente: seu polo M1, relacionado a
lipopolissacarideos e interferon-gama, corresponde a uma agao pro-inflamatoria; seu polo M2,

relacionado as interleucinas 4 e 13, apresenta acdo anti-inflamatoria. Isto, no contexto do

cancer, implica em uma a¢do anti-tumoral (M1), mais importante na fase de iniciagdo, ou pro-
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tumoral (M2), mais evidente na fase de progressdo. A atividade pro-tumoral dos TAMs incluem
a redu¢do da imunidade, degradagdo da matriz extracelular permitindo maior mobilidade e
invasividade, estimulagdo da angiogénse e linfangiogénese e estimulagdo da transi¢do epitélio-
mesénquima '?°.

As células dendriticas, especializadas em apresentar antigenos para linfocitos T num
mecanismo dependente do MHC, estdo presentes em praticamente todos os tecidos humanos.
Representa um elo entre a imunidade adaptativa e a inata devido a sua importante participagao
na apresentacdo de antigenos para as células linfoides. Sua apresentagdo de antigenos para os
linfocitos T podem, a depender do contexto imune e da sinalizagdo promovida pelo meio
ambiente, levar a estimulacdo de uma resposta T anti-tumoral, ou a tolerancia ao antigeno '?°.

Uma categoria de células imunes que tém caracteristicas intermedidrias entre a
imunidade inata e a adaptativa € constituida pelas células linfoides inatas (ILC, em inglés
innate lymphoid cells). As ILCs sao células com morfologia linfoide, porém que nao apresentam
receptores de antigenos rearranjados pelo gene ativador de recombinag¢dao (RAG), nem
marcadores mieloides ou de células dendriticas. Estas células sdo residentes teciduais e estao
presentes para respostas imunes rapidas. As ILCs sdo derivadas de precursors linfoides comuns
e podem ser divididos em trés grupos que espelham os perfis de citocinas dos subtipos CD4+
Thl, Th2 e Th17, enquanto as células tipo NK representam a contrapartida de células T CD8+
citotoxicas, com expressdo de perforina e granzimas. As ILCs podem ser divididas em trés
grupos: (1) ILC tipo 1, produtoras de interferon-gama (IFN) e TNF-alfa em resposta a citocinas
tais como IL12 e IL18; este grupo mostra expressao de T-bet e € constituido por elementos
pouco citotoxicos e pelos elementos NK, de alta citotoxicidade; (2) ILC tipo 2 sdo
predominantemente residentes em tecidos e produzem IL4, 5, 9, 13 e anfi-regulinas em resposta
a IL25 e IL33; (3) ILC tipo 3 medeiam imunidade a bactérias e alguns fungos, sdo dependentes
de ROR-gama-t e produzem IL17A e IL22 em resposta a IL1b e IL23. Estas células apresentam
ampla plasticidade e tém sido estudadas em varios processos inflamatorios. Seu papel na
imunidade tumoral ainda é pouco conhecido, porém as evidéncias atuais mostram que, a
depender de seu estado de ativacdo, possam exercer papel anti- ou pro-tumoral 2!,

A imunidade adaptativa ¢ representada pelos linfocitos B e T, com suas
subpopulacdes. Estes elementos agem em estreita relagdo com os componentes da resposta
imune inata e, como estes, podem exercer efeitos anti- e pro-tumorigénicos, a depender da fase
de desenvolvimento do tumor e do estado da relagdo tumor-hospedeiro. Assim, na fase de
eliminacdo, quando células neoplasicas sdao eliminadas pelo sistema imune, ha predominio da

atividade Th1 das células T-CD4+ e da atividade citotoxica dos linfocitos T-CD8+, através de
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seus granulos citotoxicos (granzima, perforina). Estas atividades sdo mediadas por células
apresentadoras de antigeno dependentes dos antigenos do sistema MHC classe 2 e classe 1,
respectivamente para as células T CD4+ e CD8+ 120:123,

Apo6s uma fase de equilibrio entre tumor e hospedeiro, pode haver evolugao para a fase
de escape, na qual o sistema imune assume franca atividade pro-tumoral. Nesta fase ha
hipoexpressao de antigenos do sistema MHC, recrutamento de células T CD4+ regulatérias e
de mecanismos de supressdo e exaustdo da atividade de linfécitos T CDS8+ através do
mecanismo de checkpoints, representado principalmente pelas moléculas CTLA4 e PD1. Estes
mecanismos sdo importantes para a terminacdo da resposta imune a estimulos, como ao final
de processos infecciosos e inflamatdrios, no entanto, acabam permitindo a evasdo da célula
tumoral a vigilancia imune. Uma das formas de contornar este mecanismo ¢ através da
terapéutica com anticorpos para esses marcadores, CTLA4 e PDI, ou seu ligante, PD-L1. Para
indicacdo deste ultimo, utiliza-se a pesquisa imunohistoquimica desta molécula nas células
tumorais e/ou inflamatorias relacionadas ao tumor, para se atingir maior probabilidade de

resposta a este tipo de terapia 2%,

1.5 LESAO INTRAEPITELIAL VULVAR, CARCINOMA DE VULVA, HPV
E IMUNIDADE LOCAL

Em revisdo de 16 estudos feitos em pacientes com lesdes precursoras da vulva (VIN) e
que foram tratadas com imunoterapia, foi constatado que apenas seis foram acompanhados de
avaliagio do microambiente celular imune °>. Como tendéncia geral, nos casos de lesdes
precursoras de alto grau em progressao para CEC wvulvar relacionados ao HPV houve
incremento de neoantigenos, redugdo de células CD8+ e CD4+ e de macrofagos M1. Ao
contrario, essa progressdo foi acompanhada de incremento de células T regulatorias,
macrofagos M2 e de moléculas corregulatorias. Mecanismos de escape a vigilancia imune
(reducao da expressdo de antigenos HLA classes 1 e 2) também acompanharam a progressao
de VIN de alto grau para CEC vulvar. Porém, faltam dados para os casos nao relacionados ao

HPV (Figura 2).
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Fonte: Adaptado de Abdulrahman et al. (2018)

Legendas: dVIN=neoplasia intraepitelial vulvar diferenciada; HPVneg: casos ndo relacionados ao HPV; vHSIL=
lesdo intraepitelial de alto grau associado ao HPV; HPVpos= positivo para HPV.

Figura 2 - Resumo esquematico contendo a literatura sobre o microambiente do carcinoma
escamoso da vulva (CEC) e seus precursores.

Em estudo anterior nosso grupo estudou o papel do infiltrado inflamatério na progressao
das lesdes precursoras e no carcinoma invasivo da vulva, seu valor prognéstico no carcinoma e
seu comportamento em relagio ao status do HPV 24, O estudo foi realizado no A.C.Camargo
Cancer Center, com um total de 110 pacientes diagnosticados entre 1980 e 2013, cujos tecidos
parafinados foram coletados dos arquivos do Departamento de Anatomia Patologica da
instituicdo. Desse total de pacientes, 21 apresentavam NIV de baixo grau (NIV BG), 45, NIV
de alto grau (NIV AG) e 44, carcinoma invasivo (CAI). A caracterizagdo morfologica do
infiltrado inflamatorio foi feita em 1dminas coradas rotineiramente com H&E. O fenotipo dos
tipos celulares foi determinado por imunohistoquimica e sua quantificagao foi efetuada através
da captura e analise de imagens no sistema APERIO®. Foram analisadas regides hotspot peri-
e intratumorais (CAI P e CAI I) para cada tumor invasivo. A informagdo sobre o status do HPV
nos casos de CAI (19/44, ou 43,2%) havia sido determinada em trabalho anterior na instituicao
e serviu para a comparagdo do infiltrado inflamatoério segundo o status viral das lesdes. Foi
evidenciado que a quantidade de linfocitos e plasmocitos aumentou gradativamente na
progressao de lesdes precursoras até¢ CAI. No CAI I, a maior densidade de linfocitos associou-

se com menor profundidade de invasdo (p=0,010) e auséncia de invasdo vascular (p=0,008), ao
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passo em que a maior densidade de plasmocitos associou-se com auséncia de metastase
linfonodal (p=0,033). Intensidades mais altas de células positivas para CD3 e CD8 no CAI |
associou-se com menor profundidade de invasdo (p=0,004 ¢ p=0,039, respectivamente). A
presenca de maior nimero de linfocitos positivos para FOXP3 no CAI I associou-se com menor
profundidade de invasdao (p=0,011), auséncia de invasdo vascular (p=0,030) e perineural
(p=0,026). Em CAI P, este parametro associou-se com auséncia de invasdo vascular (p=0,016).
Além disto, a expressao mais pronunciada destes marcadores associou-se com sobrevida cancer
especifica e livre de doenga mais favoravel. Baixas quantidades de linfocitos CD4+
contribuiram para uma sobrevida global e cancer especifica mais favordvel. Por fim, foi
observada maior quantidade de células CD4+ nas regides peri- e intratumorais e de CD8+
intratumoral nas lesdes positivas para o HPV (p=0,007; 0,048 ¢ 0,035).

Dando continuidade ao estudo destas pacientes, objetivamos ampliar o numero de
populagdes celulares do infiltrado inflamatorio associado ao CEC vulvar. No presente trabalho,

abordaremos as seguintes populagdes:

o macrofagos, através do marcador para CD6S;
o células T/NK, através do marcador para CD56;
o células citotoxicas, através de marcadores para granzima B e perforina (granulos

citotoxicos estdo presentes particularmente em linfocitos T CD8+ e células NK, porém
podem ocorrer em alguns linfocitos T CD4+, em particular do tipo Thl e Treg);

o células dendriticas tipo Langerhans, através de marcadores para proteina S100 e CD1a
(estas células estdo presentes em particular na pele, como tipo especializado de células
apresentadoras de antigeno);

o marcador de inibidor de checkpoint, PD-L1.

Esta proposta se justifica devido ao microambiente peri e intratumoral serem
relativamente pouco estudados no carcinoma epidermoide da vulva, uma vez que a neoplasia é
relativamente rara. No entanto, nos ultimos anos tem se notado um aumento do nimero de
casos, principalmente em locais onde a populagdo sofre com os efeitos do baixo padrdo
socioecondmico, com habitos de higiene sexual precarios, reduzida adesdo a vacina profilatica
da infeccdo pelo HPV e procura tardia dos servigos médicos, quando a lesdo j& estd mais
avancada. Nestes casos, os tratamentos tradicionais tém eficacia limitada, sendo necessario o
conhecimento da biologia tumoral e sua relagdo com a imunidade, para que se possa abrir um

leque maior de opgdes terapéuticas.



15

Assim, o presente estudo visa acrescentar conhecimento aos trabalhos ja existentes,
incluindo o de nosso grupo, nos CECs vulvares, sua relagdo com o HPV e o comportamento do

infiltrado inflamatorio peri e intratumoral.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL

Caracterizar de componentes celulares do infiltrado inflamatério peri e intratumoral,

com marcadores dirigidos principalmente a imunidade inata, e relacioné-los ao CEC da vulva,

a sua progressao e ao status do HPV. Adicionalmente, objetivamos avaliar a expressao proteica

do PD-L1 em sua relagdo com a progressao da doenga.

2.2

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Caracterizar o infiltrado inflamatdrio associado ao tumor em pacientes com carcinoma
invasivo da vulva, identificando as principais proteinas relacionadas a imunidade inata
nas regides peri e intratumoral, de acordo com o status do HPV;

Correlacionar os parametros clinico-patoldégicos com o progndstico em CEC HPV
independente e HPV associado;

Relacionar o status do HPV com o perfil de expressao das proteinas estudadas;
Verificar a relagdo entre a imunoexpressao proteica e o comportamento bioldgico dessas
lesGes nas duas vias;

Associar as caracteristicas clinico-patologicos com as sobrevidas;

Identificar a relagdo entre caracteristicas clinico-patologicas, sobrevida e status do HPV
no prognostico da doenga;

Correlacionar a imunoexpressdo de PD-L1 no carcinoma vulvar com o status do HPV e

com parametros indicativos do comportamento bioldgico dessas neoplasias.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 CASUISTICA

Amostras de tecido fixados em formalina e incluidos em parafina, provenientes de
pacientes com diagnostico de carcinoma da vulva entre 1980 e 2014 foram selecionadas
retrospectivamente do arquivo do Departamento de Anatomia Patoldgica do A.C.Camargo
Cancer Center de Sao Paulo. Foram obtidas 44 amostras, sendo 25 pacientes com carcinoma de
células escamosas do tipo diferenciado (HPV independente) ¢ 19 amostras do tipo
usual/classico (HPV associado). As amostras corresponderam a neoplasia provenientes de
intervengdo cirurgica ou por biopsia.

A busca por pacientes elegiveis para o estudo foi realizada a partir da analise dos
prontuarios médicos inseridos na plataforma institucional. Todos os casos foram revisados por
trés patologistas para confirmagio diagnéstica (Dr. José Vassallo, Dra. Monica Maria Agata

Stiepcich e Dra. Louise de Brot Andrade).

3.2 CRITERIOS DE EXCLUSAO

Foram excluidos do estudo os materiais degradados pela acdo do tempo, insuficientes
para as analises e aqueles que apresentaram informagdes clinicas incompletas. Assim, dos 100
casos inicialmente encontrados na plataforma institucional, 56 foram excluidos por falta de
tecido arquivado e/ou por dados clinicos insuficientes. Restaram, entdo, os 44 casos referidos

acima.

3.3 COLETA DE DADOS CLINICOS

Os dados clinicos das pacientes foram coletados através da ferramenta online disponivel
para visualizagdo de prontudrios para pesquisa, Tasy, ¢ dos prontudrios da Subdivisao de
Arquivos Médicos e Estatisticos (SAME) do A.C.Camargo Cancer Center. Dentre os dados que
foram coletados estdo: idade, performance status, tamanho do tumor, grau histologico, doengas
associadas, status linfonodal, estadiamento, data de inicio do tratamento, data e local da

recidiva, sobrevida livre de doenca e tempo de sobrevida. Esses dados foram dispostos em uma
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tabela no programa Excel, inseridos no banco de dados da instituigdo (redcap) e utilizados nas

analises estatisticas.

3.4 IDENTIFICACAO E TIPAGEM DO HPV

Os dados acerca da identificacdo e tipagem do HPV das quarenta e quatro amostras de
tecido parafinado foram coletados nos bancos de dados de nossos colaboradores '°. A detec¢io
e tipagem do papilomavirus humano fora anteriormente realizada no projeto mencionado
anteriormente, utilizando-se os kits DNA FFPE (Qiagen, Valéncia, CA, EUA) para extra¢ao do
DNA em tecido parafinado, e o kit Linear Array (LA) HPV genotyping test (Roche Molecular
Systems, Branchburg, NJ, USA) seguindo as recomendagdes do fabricante. Essa metodologia
se baseia na amplificagdo do DNA alvo por reacdo em cadeia da polimerase (qQRT-PCR)
utilizando iniciadores para mais de 37 tipos de HPV. A amplificag¢do ¢ capaz de detectar 37
tipos individuais de HPV (6, 11, 16, 18, 26, 31, 33, 35, 39, 40, 42, 45, 51, 52, 53, 54, 55, 56,
58,59, 61, 62, 64, 66, 67, 68, 69, 70, 71, 72 73, 81, 82, 83, 84, 89 e IS39). Além disso, o ensaio
inclui iniciadores B-globina (amplicon 150-bp) detectados na tira de tipagem de HPV como
controle positivo para amostra de DNA amplificavel. As tiras de genotipagem de HPV foram
interpretadas manualmente usando o guia de referéncia do HPV fornecido pelo fabricante. Os
produtos da hibridizagdo foram detectados por uma reagdo colorimétrica com conjugado
fosfatase alcalina-estreptavidina e substrato  (5-bromo-4-cloro-3-indolil  fosfato e
nitrobluetetrazolio), que resulta em um precipitado roxo. Os resultados da hibridizagdo foram
avaliados visualmente por compara¢do com a grade padrao.

Dos quarenta e quatro casos selecionados, dezenove deles apresentam positividade para

o HPV (43,1%), os quais serdo apresentados nos resultados.

3.5 IMUNOHISTOQUIMICA

Para o estudo imunohistoquimico foram realizados cortes de quatro micrometros de
espessura dos blocos referentes aos casos previamente selecionados e dispostos em laminas
silanizadas StarFrost® (Light Labs, Dallas, TX, USA). As reacdes foram feitas manualmente e
as etapas de desparafinizagdo e recuperacdo antigénica foram realizadas sob alta pressdo, em
panela elétrica Cuisinart® (Hampshire, UK), contendo uma solucao de recuperacao antigénica
Trilogy® (Cell Marque, Rocklin, CA, USA) diluida a 1:100 em agua destilada, por 15 minutos.

Decorrido esse tempo, o material foi transferido para uma cuba contendo uma nova solugao
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Trilogy® por 5 minutos. Para bloqueio da peroxidase enddgena, as ldminas ficaram
mergulhadas por 10 minutos em solucdo de dgua oxigenada 10V, seguidos por banhos de dgua
corrente, de agua destilada e de PBS na concentragdo de 1x por 2 minutos cada. Em seguida,
os cortes de tecido foram incubados a temperatura ambiente por uma hora com os anticorpos
primarios relacionados na Tabela 3. Apos a realizacdo de dois banhos de 2 minutos em solucao
tampao PBS 1x, foi realizada a incubagao com o amplificador para coelho/camundongo (HiDeF
Detection HRP system®, Cell Marque Tissue Diagnostics) por 10 minutos, seguidos de dois
banhos com tampao PBS 1x e posteriormente a incubagdo com o polimero de detec¢cdo (HiDeF
Detection HRP system®, Cell Marque Tissue Diagnostics) por 10 minutos. Ap6s realizadas as
lavagens em PBS, os cortes foram incubados com o cromégeno Diaminobenzidina (DAB — Cell
Marque®, Cell Marque Tissue Diagnostics) por 10 minutos a temperatura ambiente. As [dminas
foram lavadas em agua corrente, contracoradas com hematoxilina filtrada por 40 segundos,
lavadas em agua corrente e banhados no diferenciador por 40 segundos. Por fim, as laminas
foram desidratadas em 4lcool, xilol e montadas em equipamento automatizado Tissue-Tek®

Prisma®/Film® (SAKURA FINETEK, Torrance, CA, USA).

Tabela 3 - Anticorpos primadrios, clones, fabricantes, dilui¢des e padroes de marcacao utilizados
nas reagdes de imunohistoquimica (IHC).

Anticorpo Clone Fabricante Diluicao Padrao de Marcacao
PDL-1 ab205921 Abcam® 1:50 Membrana
CD68 KP1 Abcam® 1:200 Citoplasma
CD56 ERP2566 Abcam® 1:200 Membrana
Granzima B EPR8260 Abcam® 1:100 Citoplasma
Perforina 5B10 Abcam® Puro Citoplasma
CDl1a 010 Dako® 1:200 Membrana

S100 70311 Dako® 1:400 Citoplasma/Nucleo

Abcam, Cambridge, MA, USA; Dako-Agilent, Santa Clara, CA, USA.
3.6 AVALIACAO IMUNOHISTOQUIMICA

As laminas imunocoradas foram digitalizadas no equipamento APERIO® (Leica
Biosystems, Buffalo Grove, IL, USA), no aumento de 40x. Posteriormente, a avaliacdo da
reacdo de imunohistoquimica foi realizada de forma automatizada utilizando-se o programa de
patologia digital ImageScope® (Scope, APERIO®, Leica Biosystems). Esta ferramenta efetua

a andlise das imagens a partir da sele¢cdo dos campos representativos do tumor determinados
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pelo pesquisador. Foram escolhidas cinco areas hot spots aleatoriamente do infiltrado
inflamatorio em regides peri- e intratumorais.

Para a avaliacdo dos campos escolhidos, foram utilizados os algoritmos do programa
para os padrdes de marcagao caracteristicos de cada marcador, que constam da Tabela 3. Desta
forma, foi utilizado o algoritmo de marcagdo “IHC nuclear®/Citoplasm” para CD68, proteina
S100, Granzima B e Perforina e o algoritmo de marcagdo “Membrane®” para CD1a, CD56 e
PDL-1. Em cada caso, foi determinada a intensidade de marcacdo e a porcentagem de células
marcadas.

Para balancear a porcentagem de células marcadas com a intensidade de marcacao,
foram calculados os respectivos valores do HSCORE (equacdo abaixo). Os valores do
HSCORE variam, entdo, de 0 a 300. Para as analises estatisticas e de sobrevida, valores iguais
ou maiores que a mediana, foram considerados positivos (alta expressao ou
moderada/intensa) em contraste com os valores inferiores a ela (negativo ou baixa

expressio).

HSCORE= X(i. Pi), em que Pi = porcentagem de pixels positivos,
variando de 0 a 100% e i = intensidade da coloracdio [podendo ser i

= (-1 (fraco), 2 (moderado) ou 3 (intenso)].

3.7 ANALISE ESTATISTICA DA IMUNOHISTOQUIMICA

Os dados foram submetidos a andlise estatistica no departamento de Bioestatistica da
institui¢do. As analises estatisticas foram realizadas através do software “Statistical Package
for the Social Sciences” (SPSS Inc., Chicago, IL, EUA) versdo 25. Foi realizada analise
descritiva dos dados, na qual foram calculadas as distribui¢des de frequéncia absoluta e relativa
(variaveis qualitativas) e as principais medidas, como média, desvio padrao, valor minimo e
valor maximo (varidveis quantitativas). O teste de Wilcoxon foi adotado para verificar as
associacdes entre as regides peri e intratumoral do infiltrado inflamatorio em relagdo aos
marcadores estudados. O teste ndo paramétrico de Mann-Whitney foi utilizado para verificar
associagdes entre a expressdo dos marcadores de inflamacao (CD68, CD56, granzima B e
perforina, S100, CDla)m como as caracteristicas clinicas e anatomopatoldgicas. Para a
determinagdo das sobrevidas foram realizadas as curvas de Kaplan-Meier. O teste de Log-Rank

foi adotado para testar a significancia das diferengas entre as fungdes de sobrevida. As
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associacoes que apresentaram valor de p<0,05 foram consideradas estatisticamente

significativas.

3.8 ASPECTOS ETICOS

Este estudo obteve aprovagio do Comité de Etica em Pesquisas (CEP) do A.C.Camargo

Cancer Center, processo n°2161/16.
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4 RESULTADOS

41 DADOS DEMOGRAFICOS E CLINICO-PATOLOGICOS

Os dois grupos avaliados neste estudo foram constituidos por amostras de classificagao
distinta; assim, temos uma coorte, representado pelo grupo 1 que compreende: 25 pacientes
com carcinoma de células escamosas de vulva do tipo HPV independente (HPV independente);
enquanto a outra coorte, do grupo 2, com 19 amostras de carcinoma de células escamosas de
vulva, caracterizando o tipo HPV associado (grupo B) (HPV associado). A média, desvio
padrdo, mediana, minimo e maximo de idades estdo apresentados na tabela 4.

Conforme a divisdo estabelecida na literatura que embasa a diferenciacdo do carcinoma
vulvar em duas vias etilogicas distintas em CEC HPV associado e CEC HPV independente, as
fungdes foram realizadas de acordo com essa divisdo. Assim, de uma forma geral, para o CEC
de vulva ¢ observada que média de idade das pacientes do presente estudo ¢ de 69,8 anos (desvio
padrdo:14,4) (Tabela 4). Ao passo que, com a disting@o das vias, a média das idades foi de 65,1
anos para o tipo HPV associado (desvio padrdo: 17,2) e 73,7 para o tipo HPV independente
(desvio padrao: 10,5) (Tabela 4), coerente com os dados presentes na literatura para esse tipo

de carcinoma.

Tabela 4 - Média, desvio padrao, mediana, maximo e minimo das idades (em anos) de CEC de
vulva de modo geral e dos grupos CEC HPV independente e dependente

Tipo histolégico Média Desvio Padrio Mediana  Minimo e maximo
CEC de vulva geral 69,8 14,4 73 14 - 98
CEC HPYV independente 73,71 10,58 74 48 - 98
CEC HPYV associado 65,11 17,29 69 14 - 87

A Tabela 5 fornece os dados obtidos por nossos colaboradores, indicandos os subtipos
virais de HPV presentes nas amostras da via HPV associado. E possivel verificar o predominio
de casos de infec¢@o com os subtipos de HPV considerados de alto risco (HPV 16, 18 € 33), em
84,22% das amostras, ao passo que apenas 15,78% dos casos apresentaram infec¢do com tipos
considerados de baixo risco oncogénico. Além disso, h4 casos em que ocorre coinfec¢do por

tipos virais distintos, correspondendo a 23,32% dos casos versus 73,68% que apresentaram
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apenas um subtipo viral.

Tabela 5 - Subtipos virais identificados nas amostras de carcinoma de células escamosas (CEC)
vulvar do tipo HPV associado, separando em alto e baixo risco.

Amostra Tipagem do HPV
Alto risco Baixo risco
1 HPV 16, 18 € 33 -
2 HPV 31,33 e 82 -
3 HPV 33 -
4 HPV 69 -
5 HPV 54 HPV 42
6 HPV 67 -
7 HPV 53 -
8 HPV 16 -
9 HPV 53 -
10 HPV 18 -
11 HPV 33 -
12 HPV 16 -
13 HPV 16, 33 HPV 84
14 HPV 16 -
15 HPV 16,33 e 35 -
16 HPV 35 -
17 HPV 16 -
18 - HPV 42
19 HPV 16 -

Os dados demograficos e clinico-patoldgicos das amostras utilizadas nas analises de
imunohistoquimica estao dispostos nas Tabelas 6. Nessa tabela estdo evidenciados os dados da
via de CEC HPV independente e de CEC do tipo HPV associado. As caracteristicas clinico-
patologicas foram analisadas quanto ao tabagismo, fator de risco sabidamente reconhecido na
literatura para esse tipo de neoplasia. Evidenciou-se que 72% das pacientes ndo mantinham
habitos tabagistas em CEC do tipo HPV independente e em CEC HPV associado, 68,4% nao
fumavam. Em relag@o a profundidade de invasdao, em CEC HPV independente 40% infiltraram
a derme superficial e 52% dos tumores infiltraram a derme profunda; j& nos casos de CEC HPV
associado 52,6% dos tumores invadiram a derme superficial e 47,4%, a derme profunda. Na
maioria dos casos ndo foram relatadas invasao vascular (76% em CEC HPV independente e
68,4% em CEC HPV associado) ou perineural (72% em CEC HPV independente e 78,9% nos
CEC HPV associado). A auséncia de invasao perineural e vascular concomitantemente também

foi predominante, sendo 72% em CEC HPV independente e 68,4 em CEC HPV associado. No
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que diz respeito a metastase linfonodal, hd um predominio de auséncia de informagao (44%
para CEC HPV independente e 47,4% para HPV associado), entretanto, apesar dessa lacuna,
para os casos relatados de presenga e auséncia, ¢ observado maior nimero de casos que nao
apresentaram linfonodos acometidos (32% em CEC HPV independente ¢ 31,6 em CEC HPV
associado) do que casos que apresentaram algum grau de acometimento linfonodal. Ademais,
em nossa casuistica a maior parcela dos casos apresentaram estadio I e II tanto nos CEC HPV

independentes (60%), quanto no HPV associado (52,6%).

Tabela 6 - Caracterizagdo demografica e clinico-patologica de CEC de vulva dos tipos HPV
independente e HPV associado utilizados nos experimentos de imunohistoquimica.

Parametro Categoria N % N° %
HPYV independente (n=25) HPV associado (n=19)

Tabagismo Nao 18 72 13 68

Sim 1 4 6 31

Sem informacao 6 24 0 0
Profundidade de Derme superficial 10 40 10 52
invasio e média

Derme profunda e 13 52 9 47

subcutanea

Sem informagao 2 8 0 0
Invasao vascular Ausente 19 76 13 68

Presente 4 16 4 21

Sem informacéo 2 8 2 10
Invasio perineural Ausente 18 72 15 78

Presente 4 16 3 15

Sem informag@o 3 12 1 5
Invasdo vascular + Ausente 18 72 13 68
perineural

Presente 6 24 5 26

Sem informacao 1 4 1 5
Metastase Ausente 8 32 6 31
linfonodal

Presente 6 24 4 21

Sem informagao 11 44 9 47
Estadiamento Iell 15 60 10 52
FIGO

HlelV 9 36 8 42

Sem informagao 1 4 1 5
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42 CARACTERIZACAO DA EXPRESSAO DOS MARCADORES
IMUNOLOGICOS CD56, CD68, GRANZIMA B, PERFORINA, S100, CD1A E
PD-L1 NO CEC HPV INDEPENDENTE E HPV ASSOCIADO DA VULVA

Os valores medianos de expressdo dos marcadores de células do sistema imunologico
presentes em cada um dos dois grupos estudados estdo apresentados na Tabela 7. E possivel
notar que as expressoes de CD68, Granzima B, Perforina, S100 e PD-L1 sdo maiores se essas
células estdo localizadas na regido ao redor do tumor (peritumoral) em CEC do tipo HPV
independente. Todavia, CD1a parece estar mais expressa na regido intratumoral, contrariando
o padrao das demais células nessa via. Em CEC HPV associado as expressoes de CD68,
granzima B, perforina, S100 e PD-L1 foram mais intensas na regido peritumoral, enquanto
CDla manteve o comportamento similiar ao apresentado na outra via, com sua expressao
intensa na regido intratumoral. Além disso, o comportanto de CD56 nessa via foi ao contrario

do observado na outra via, aumentando sua expressao na regiao intratumoral.

Tabela 7 - Valores medianos da expressdo dos marcadores de células inflamatodrias das regides
peri e intramural de CEC dos tipos HPV independente ¢ HPV associado

CEC HPYV independente (n=25) CEC HPYV associado (n=19)

Peritumoral Intratumoral Peritumoral Intratumoral
CD56 100,5 75,5 62,3 74,7
(0,83 -177,0) (0,53 -161,3) (21,4 -166,3) (8,45-158,1)
CD68 110,3 78,2 102,1 94,5
(0,96 — 189,4) (0,44 -228,6) (47,7 -200,9) (8,10 —147,1)
Granzima B 17,8 3,80 30,8 12,1
(3,57 -120,7) (0,05 -174,3) (0,71 - 179,8) (0,43 -61,5)
Perforina 88,0 53,3 39,5 18,4
(14,1 -169,3) (2,57 -128,9) (0,73 - 160,1) (0,12 -96,7)
S100 165,5 147,4 173,4 161,5
(131,9 -207,2) (118,6 -178,0) (118,4-235,1) (114,9 -201,4)
CDla 26,6 59,8 19,2 48,8
(1,86 — 141,8) (6,54 - 157,7) (3,17 -56,9) (1,72 - 126,5)
PD-L1 90,8 58,3 84,6 71,7
(33,5-135,9) (60,5 — 114,20) (20,4 — 136,0) (9,09 —100,5)

Nas Figuras 3, 4 ¢ 5 estio dispostos os graficos boxplot que evidenciam os valores das

medianas das expressdes para cada marcador comparados entre os grupos de CEC HPV
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independente versus HPV associado e entre as regides peri e intratumoral. Estatisticamente,
apenas o marcador de células inflamatorias perforina apresentou valores significativos quanto
a diferenca na expressao entre os grupos HPV independente e HPV associado. Além disso, essa
diferenca foi observada tanto na expressao em regiao peri (p=0,004), quanto intratumoral
(p=0,021). Ademais, os outros marcadores apresentaram pequenas diferencas (sem

significncia estatistica) quanto as expressdes nos diferentes grupos e nas duas regides

analisadas.
p=0,387 p=0,696
i’ B [ B
{0 HPV negatfivao {1) HPV positivo (0 HFV negativo (1) HFV positivo
Staten do HFV A Gtmtun Ss HTV B
p=0,687 p=0,260
- m = E |
5 _ : = =
{0) HP'V negativa (1) HPV positiva [0y HPV negativo (1) HPV positivo
Status dz HFV C Searen do HPV D

Figura 3 - Comparagdo entre os CEC HPV independente e HPV associado com as expressoes dos

marcadores CD56 e CD68 das as regides peri (CAI P) e intratumoral (CAI I). (A) CAI P CD56; (B) CAI 1
CD56; (C) CAI P CD68 e (D) CAI 1 CD68. Estatisticamente significativo: p<0,05.
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Figura 4 - Comparagao entre os CEC HPV independente e HPV associado com as expressoes dos

marcadores Granzima B e Perforina das as regidoes peri (CAI P) e intratumoral (CAI I). (E) CAI P
Granzima B; (F) CAI I Granzima B; (G) CAI P Perforina; (H) CAI I Perforina. Estatisticamente significativo: p<0,05.
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Figura 5 - Comparagdo entre os CEC HPV independente e HPV associado com as expressdes dos

marcadores S100, CD1a e PD-L1 das as regides peri (CAI P) e intratumoral (CAI I). (I) CAI P S100; (J)

CAI I S100; (K) CAI P CDla; (L) CAI I CDla; (M) CAI P PD-L1; (N) CAI I PD-L1. Estatisticamente significativo:
p<0,05
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Nas Figuras 6 e 7 estdo apresentadas imagens representativas dos casos estudados a
qual ilustram o padrdo de marcacdo dos antigenos nos casos de CEC HPV independente e o
grafico da comparagdo entre expressdes das regides peritumorais vVersus (vs.) intratumoral.
Apenas o marcador CD56 nao apresentou associagdo significativa entre as expressoes na regiao
peri versus intratumoral. Todos os demais marcadores (CD68, Granzima, PDL-1, Perforina,
S100 e CD1a) tiveram associacao estatistica (p<0,05) entre as difentes regides de expressao das
proteinas, sendo a regido de predominio dessas células inflamatorias, a peritumoral, com
excecao de CD1a, que apresentou maior nimero dessas células na regido intratumoral.

As Figuras 8 e 9 ilustram imagens representativas dos casos de CEC do tipo HPV
associado estudados e a comparacgdo entre as diferencas nas expressdes das regides peri e
intratumoral. Novamente foi constatado que apenas CD56 ndo apresentou associagao estatistica
entre a diferenga nas expressoes da proteina das duas regides; entretanto, associagdes
estatisticas relacionadas as diferencas de expressoes entre as regides foram observadas em todos
os demais marcadores, sendo que apenas CDla apresentou maior expressdo na regido
intratumoral, enquanto CD68, granzima B, perforina, S100 e PD-L1 apresentaram

predonominio de expressao da regido peritumoral.
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Figura 6 - Marcagao imunohistoquimica de CD56, CD68, Granzima B e Perforina e a diferenga entre

as expressoes nas regides peri e intratumoral dos casos HPV negativos. (A) marcagdo peri e intratumoral
de CD56; (B) diferenca de expressdo entre as regides peri e intratumoral de CD56; (C) marcagdo peri e intratumoral de
CD68; (D) diferenca de expressdo entre as regides peri e intratumoral de CD68; (E) marcagdo peri e intratumoral de
granzima B; (F) diferenca de expressdo entre as regides peri e intratumoral de Granzima B; (G) marcagdo peri e

intratumoral de perforina; (H) diferenca de expressdo entre as regides peri e intratumoral de Perforina. Estatisticamente
significativo: p<0,05.
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Figura 7 - Marcagao imunohistoquimica S100, CD1a e PD-L1 e a diferenga entre as expressoes
nas regides peri e intratumoral dos casos HPV negativos. (I) marcagio peri e intratumoral de S100; (J)
diferenca de expressdo entre as regides peri e intratumoral de S100; (K) marcacdo peri e intratumoral de CD1a; (L)
diferenca de expressdo entre as regides peri e intratumoral de CD1a; (M) marcagéo peri e intratumoral de PD-L1; (N)
diferenga de expressdo entre as regides peri e intratumoral de PD-L1. Estatisticamente significativo: p<0,05.
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Granzima B
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Figura 8 - Marcacdo imunohistoquimica de CD56, CD68, Granzima B e Perforina e a

diferenga entre as expressdes nas regioes peri e intratumoral dos casos HPV positivos. (A)
marcagdo peri e intratumoral de CD56; (B) diferenca de expressdo entre as regides peri e intratumoral de CD56;
(C) marcagdo peri e intratumoral de CD68; (D) diferenga de expressdo entre as regides peri e intratumoral de
CD68; (E) marcagdo peri e intratumoral de granzima B; (F) diferenca de expressdo entre as regides peri e
intratumoral de Granzima B; (G) marcagdo peri e intratumoral de perforina; (H) diferenga de expressdo entre
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as regides peri e intratumoral de Perforina. Estatisticamente significativo: p<0,05.
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Figura 9 - Marcagao imunohistoquimica S100, CD1a e PD-L1 e a diferen¢a entre as expressdes nas
regides peri e intratumoral dos casos HPV positivos. (I) marcagio peri e intratumoral de S100; (J) diferenca de
expressao entre as regides peri e intratumoral de S100; (K) marcacdo peri e intratumoral de CDla; (L) diferenga de

expressao entre as regides peri e intratumoral de CD1a; (M) marcacdo peri ¢ intratumoral de PD-L1; (N) diferenca de
expressao entre as regides peri e intratumoral de PD-L1. Estatisticamente significativo: p<0,05.
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A Tabela 8 apresenta a relacdo entre os marcadores de células inflamatdrias nas
diferentes regides e as caracteristicas clinico-patoldgicas das pacientes para o CEC do tipo HPV
independente. Os resultados obtidos demonstram que a expressdo moderada/forte de S100
parece ter grande relevancia clinica. Na regido peritumoral, S100 apresentou associagao
positiva estatisticamente significante com metéstase linfonodal (p=0,008). Ja a expressdo na
regido intratumoral revelou associagdes estatisticamente significativas com invasdo perineural
(p=0,007) e metastase linfonodal (p=0,043), além de tender a associar-se com o estadiamento
FIGO (p=0,055). As demais caracteristicas ndo apresentaram associagdes estatisticas
significativas.

As associagdes entre as expressdes dos marcadores nas diferentes regides e as
caracteristicas clinico-patologicas em CEC HPV associado estdo evidenciadas na Tabela 9.
Foram observadas associagdes estatisticamente significativas entre as expressoes
moderada/forte de perforina relacionada a menor profundidade de invasdo nas regides
peritumoral (p=0,013) e intratumoral (p=0,022). A expressdo de CD1a na regido peritumoral
apresentou tendéncia associar-se com auséncia de invasdo vascular + perineural (p=0,059). A
expressao aumentada de PD-L1 na regido intratumoral apresentou uma tendéncia a associar-se

com a auséncia de invasao perineural (p=0,056) nesse tipo tumoral.
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Tabela 8 - Associacdes entre as expressdes moderada/forte dos marcadores CD56, CD68,
Granzima B, Perforina, S100 e CD1a e os dados clinico-patolégicos no carcinoma vulvar HPV
independente (CEC HPV independente)

HPV - Variaveis Categoria Peritumoral Intratumoral
Mediana p Mediana p
CD56 Profundidade de DS e DM 99,5 0,832 72,5 0,376

Invasao DP e Dsub 114,8 108,1

Invasdo Vascular Nao 98,6 0,324 69,3 0,067
Sim 129,7 126,9

Invasdo Perineural Nao 99,5 0,712 78,7 0,902
Sim 104,8 80,1

Invasao V+P Nao 88,5 0,721 71,3 0,415
Sim 128,8 104,8

Metastase Nao 99,5 0,662 91,9 1,000

Linfonodal Sim 79,8 86,3

Estadiamento FIGO I, II 100,5 0,446 75,7 0,558
IlelV 78,5 81,7

CD68 Profundidade de DS ¢ DM 88,3 0,148 75,9 0,343

Invasdo DP e Dsub 118,1 79,3

Invasdo Vascular Nao 94,0 0,505 78,2 0,456
Sim 1174 84,3

Invasdo Perineural Nao 112,2 0,386 85,1 0,166
Sim 88,1 67,1

Invasao V+P Nio 111,9 0,494 81,1 0,871
Sim 113,5 73,5

Metastase Nao 125,9 0,081 91,2 0,573

Linfonodal Sim 97,7 78,5

Estadiamento FIGO I, II 116,7 0,640 79,3 0,815
lelV 109,7 73,6

Granzima B Profundidade de DS e DM 19,3 1,000 5,2 0,693

Invasio DP e Dsub 16,4 3,8

Invasdo Vascular Nao 16,4 0,188 3,8 0,409
Sim 30,4 11,3

Invasdo Perineural Nao 21,0 0,902 4,17 0,484
Sim 16,3 10,5

Invasdo V+P Nao 17,0 0,494 3,64 0,310
Sim 21,2 10,7

Metastase Nao 14,7 0,755 4,63 0,282

Linfonodal Sim 28,6 18,5

Estadiamento FIGO 1,11 17,8 0,953 7,08 0,682
lelV 17,7 3,48

Perforina Profundidade de DS e DM 84,4 0,784 67,0 0,879

Invasao DP ¢ Dsub 110,5 72,8

Invasdo Vascular Nao 88,0 0,667 72,8 0,845
Sim 115,0 65,6

Invasdo Perineural Niao 92,5 0,538 76,8 0,4844
Sim 76,1 28,8

Invasao V+P Nao 84,4 0,820 63,1 0,721
Sim 115,0 65,6

Metastase Nao 131,4 0,142 77,0 0,282

Linfonodal Sim 57,1 38,2

Estadiamento FIGO I, II 97,0 0,682 81,2 0,379

IelV 69,7 44,6




Cont/Tabela 8
HPV - Variaveis Categoria Peritumoral Intratumoral
Mediana p Mediana p
S100 Profundidade de DS e DM 156,0 0,693 151,8 0,832

Invasdo DP e Dsub 176,1 163,0

Invasdo Vascular Nao 171,6 0,324 156,7 0,611
Sim 160,8 136,9

Invasdo Perineural Nao 173,9 0,342 159,8 0,007*
Sim 149.,4 128,7

Invasao V+P Nao 168,6 0,626 159,8 0,177
Sim 164,7 131,9

Metastase Nao 192,0 0,008* 166,9 0,043*

Linfonodal Sim 1494 136,9

Estadiamento FIGO 1, II 177,6 0,194 163,8 0,055*
IMelV 153.3 133,0

CDla Profundidade de DS e DM 32,6 0,232 61,8 0,832

Invasdo DP e Dsub 20,8 59,8

Invasdo Vascular Nao 28,2 0,218 59,3 0,286
Sim 16,9 91,0

Invasdo Perineural Nao 22,0 0,594 66,9 0,434
Sim 27,7 88,1

Invasao V+P Nao 25,2 0,770 59,5 0,199
Sim 23,1 91,0

Metastase Nao 29,9 0,755 56,7 0,108

Linfonodal Sim 31,5 114,5

Estadiamento FIGO 1, II 28,8 0,155 69,6 0,446
IlelV 20,8 59,6

PDL 1 Profundidade de DS e DM 83,6 0,313 42,9 0,186

Invasdo DP e Dsub 93,7 69,6

Invasdo Vascular Nao 88,5 0,667 58,3 0,162
Sim 95,1 75,4

Invasdo Perineural Nao 86,5 0,594 53,2 0,386
Sim 95,5 68,7

Invasdo V+P Nio 86,5 1,000 53,2 0,177
Sim 94,1 75,4

Metastase Nao 79,5 1,000 48,0 0,108

Linfonodal Sim 84,1 94,9

Estadiamento FIGO I, II 80,2 0,411 58,3 0,815
MlelV 94,5 66,7

36

Legendas: V+P: vascular + perineural; DS: derme superficial; DM: derme média; DP: derme profunda; Dsub:

derme subcutanea. * Estatisticamente significativo, p<0,05.



37

Tabela 9 - Associacdes entre as expressdes moderada/forte dos marcadores CD56, CD68,
Granzima B, Perforina, S100 ¢ CD1a e os dados clinico-patolégicos no carcinoma vulvar HPV
associado (CEC HPV associado)

HPV + Variaveis Categoria Peritumoral Intratumoral
Mediana p Mediana p
. N DS e DM 454 0,243 69.0 0,447
Profundidade de Invasdo DP e Dsub 63.8 30,3
I S0V 1 Nio 47.1 0,296 74.7 0,956
nvasdo Vascular Sim 66.0 542
N . Niao 47.8 0,360 74.7 0,498
Invasdo Perineural .
CD56 Sim 65.7 113.1
Invasio VAP Nio 47.1 0,246 74.7 0,775
v Sim 65.7 80.3
, . Nao 55.5 1,000 67.1 1,000
Metastase Linfonodal Sim 64.9 529
. I 1I 55.1 0,762 67.1 0,762
Estadiamento FIGO eIV 56.1 74.9
. N DS e DM 102.6 0,497 100.9 0,079
Profundidade de Invasao DP e Dsub 100 4 226
Invasio V. lar Nio 103.1 0,202 97.0 0,549
vasao vascula Sim 90.0 92.2
Invasio Perineural Nio 102.1 0,738 94.5 0,738
D63 sa0 Ferined Sim 135.6 101.8
I 50 V4P Nio 103.1 0,387 97.0 0,443
f1vasao Sim 90.3 87.8
i . Niao 116.4 0,762 61.5 0,171
Metastase Linfonodal Sim 90.0 98.2
. I, IT 115.0 0,633 82.3 0,360
Estadiamento FIGO eIV 97.4 98.2
. N DS e DM 33.8 0,278 15.8 0,095
Profundidade de Invasdo DP e Dsub 279 43
I 50V 1 Nio 14.2 0,163 13.0 0,703
nvasdo Vascular Sim 142 9.9
N . Nao 30.9 1,000 13.0 0,654
Invasdo Perineural .
G e B Sim 35.0 7.4
ranzima Invasio VAP Nio 334 0,289 13.0 0,566
Vasao Sim 24.6 7.4
, . Nio 28.1 0,762 20.8 0,762
Metastase Linfonodal Sim 294 17.0
. LI 51.8 0,068 6.1 0,573
Estadiamento FIGO eIV 211 14.9
. N DS e DM 70.9 0,013* 38.7 0,022%*
Profundidade de Invasao DP e Dsub 193 104
Invasio V. lar Nio 57.7 0,245 38.6 0,245
vasao vascula Sim 19.3 11.0
N . Nao 39.5 0,912 18.5 0,824
Invasdo Perineural .
Perfori Sim 46.9 21.1
ertorina Ivasio V4P Nao 577 0,289 38.6 0,289
11vasao Sim 20.8 11.6
i . Niao 34.7 0,762 29.6 0,762
Metastase Linfonodal Sim 34.7 163
I, IT 28.1 0,515 13.2 0,360

Estadiamento FIGO eIV 54.7 29.8
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Cont/Tabela 9
HPV + Variaveis Categoria Peritumoral Intratumoral
Mediana p Mediana p
. N DS e DM 185.2 0,497 168.0 0,549
Profundidade de Invasdo DP e Dsub 167.4 1593
I S0V 1 a 174.0 0,785 161.6 0,350
fvasao vaseular Sim 169.3 172.5
I 5o Peri | Nio 174.0 0,250 161.6 0,824
<100 nvasio Perineura Sim 163.5 1574
Invasio V4P Nio 174.0 0,503 161.6 0,703
vasao Sim 165.2 159.3
, . Nao 183.1 0,762 162.9 0,352
Metastase Linfonodal Sim 175.7 175.6
. I 1I 170.7 0,965 159.3 0,101
Estadiamento FIGO eIV 172.8 174.2
. N DS e DM 23.8 0,211 58.8 0,113
Profundidade de Invasao DP e Dsub 14.9 391
Invasio V lar Nio 222 0,102 58.7 0,202
vasao vascuia Sim 12.8 314
N . Nao 19.2 0,360 56.9 0,912
Invasdo Perineural .
CDI Sim 10.6 39.1
a I 50 V4P Nio 22.2 0,059* 58.7 0,117
f1vasao Sim 10.6 38.4
i . Niao 19.7 0,762 44.1 0,914
Metastase Linfonodal Sim 15.0 39.4
. IL1I 17.1 0,762 44.1 0,762
Estadiamento FIGO eIV 193 48.6
. N DS e DM 84.7 0,549 48.6 0,356
Profundidade de Invasdo DP e Dsub R4.6 731
I 50V 1 Nio 86.9 0,412 71.7 0,477
nvasdo Vascular Sim 777 71.0
I 5o Peri | Nao 86.9 0,056* 71.7 0,912
- nvasio Perineura Sim 70.8 427
Invasio V4P Nio 86.9 0,289 71.7 0,566
vasao Sim 75.4 57.4
, . Nao 84.9 0,610 56.2 0,610
Metastase Linfonodal Sim 25.6 35.6
. I 1I 83.7 0,829 64.6 0,596
Estadiamento FIGO eIV 913 25.6

Legendas: V+P: vascular + perineural; DS: derme superficial; DM: derme média; DP: derme profunda; Dsub:

derme subcutanea. * Estatisticamente significativo, p<0,05.

As fungdes de sobrevida global e sobrevida livre de doenga relacionadas aos fatores
clinico-patologicos estdo apresentadas na Tabela 10 para o CEC HPV independente ¢ HPV
associado. Conforme disposto na tabela e da curva de sobrevida demonstrada na Figura 10 ¢
possivel notar que pacientes que tiveram invasdo do espaco vascular, apresentaram pior
sobrevida global (p=0,025) quando comparado aquelas que ndo manifestaram essa

caracteristica em CEC HPV independente.
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Além disso, a ocorréncia de invasdo vascular + perineural também demonstrou ser
indicador negativo de sobrevida livre de doenca (p=0,045) em CEC HPV independente,

segundo a Tabela 10 e a curva de sobrevida evidenciada na Figura 11.

Tabela 10 - Sobrevida global e livre de doenga relacionadas com as caracteristicas clinico-
patologicos de CEC HPV independente e HPV associado

CEC HPV independente (n=25) CEC HPYV associado (n=19)

Sobrevida Sobrevida livre de Sobrevida Sobrevida livre de

global (p) doenga (p) global (p) doenga (p)
Tabagismo 0,596 0,542 0,680 0,859
Profundidade de invasdo 0,628 0,785 0,769 0,446
Invasdo vascular 0,025* 0,146 0,805 0,124
Invasdo perineural 0,733 0,786 0,369 0,141
Invasdo V+P 0,152 0,045* 0,677 0,179
Metastase linfonodal 0,067 0,812 0,461 0,747
Estadiamento FIGO 0,851 0,261 0,883 0,479

Legendas: Invasdo V+P: vascular + perineural; DS: derme superficial; DM: derme média; DP: derme profunda;

Dsub: derme subcutanea. * Estatisticamente significativo, p<0,05.
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Figura 10 - Curva de sobrevida global associada a invasdo vascular em CEC vulvar
HPV independente. Estatisticamente significativo: p<0,05.
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Figura 11 - Curva de sobrevida livre de doenga associada a invasdo vascular + perineural
em CEC vulvar HPV independente. Estatisticamente significativo: p<0,05.
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As associagcdes obtidas entre as expressdoes moderada/intensa dos marcadores
inflamatorios nas regides peri e intratumoral e as sobrevidas global e livre de doenca constam
na Tabela 11. De inicio, ja € possivel constatar que CD1a desempenha um papel importante
nas funcdes de sobrevivéncia, uma vez que aparece relacionado em todos os casos de CEC HPV
independente e HPV associado. Em se tratando primeiramente de sobrevida global, em CEC
HPV independente temos que sua alta expressdo nessa regido intratumoral é preditivo de menor
sobrevida global (p=0,059) (Figura 12). De modo semelhante, a expressdo alta de CDla
intratumoral também apresentou menor indice de sobrevida global em CEC HPV associado,
conforme mostrado na Figura 13A (p=0,059). Por fim, uma melhor taxa de sobrevida global
parece estar relacionada baixa expressdo de CD56 na regido intraturmoral de CEC HPV
associado (p=0,043) quando comparado a expressdo moderada/forte desse marcador (Figura
13B).

Para as sobrevidas livres de doenga (recidiva), nossos resultados demonstraram que a
expressdo moderada/intensa de CD1a na regido peritumoral denota melhor sobrevida livre de
recidiva em CEC HPV independente (p=0,045) (Figura 14). Similarmente, observamos que o
mesmo ocorre no CEC HPV associado, sinalizando que a expressdo moderada/intensa de CD1a
na regiao peritumoral também esté relacionada como melhor taxa de sobrevida livre de doenca
(p=0,008) (Figura 15A). A Figura 15B evidencia que a expressdao moderada/intensa de S100
apresenta melhores taxas de sobrevida livre de recidiva quando presente na regido intratumoral
de CEC HPV associado (p=0,057). Por fim, a expressdo moderada/intensa de PDL-1 na regido
intratumoral de CEC HPV associado ¢ indicativo de melhor sobrevida livre de doenca
(p=0,021) (Figura 15C).
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Tabela 11 - Associacdo entre as sobrevidas global e livre de doencga (recidiva) e a expressao
moderada/forte dos marcadores de células inflamatorias nas regides peri e intratumoral no CEC
de vulva HPV independente ¢ HPV associado

HPYV negativo (n=25)

HPY positivo (n=19)

Sobrevida Sobrevida livre de  Sobrevida global Sobrevida livre
global (p) doenga (p) (P de doenga (p)
CD56 Peritumoral 0,189 0,102 0,043* 0,570
Intratumoral 0,227 0,064 0,117 0,835
CD68 Peritumoral 0,876 0,356 0,890 0,778
Intratumoral 0,893 0,822 0,076 0,489
Granzima B Peritumoral 0,710 0,969 0,441 0,420
Intratumoral 0,559 0,103 0,591 0,663
Perforina Peritumoral 0,523 0,130 0,677 0,774
Intratumoral 0,906 0,320 0,287 0,470
S100 Peritumoral 0,499 0,210 0,935 0,188
Intratumoral 0,523 0,864 0,987 0,057*
CDla Peritumoral 0,495 0,045* 0,895 0,008*
Intratumoral 0,059* 0,383 0,057* 0,416
PD-L1 Peritumoral 0,993 0,758 0,937 0,021*
Intratumoral 0,208 0,267 0,361 0,563
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Figura 12 - Curva de sobrevida global associada a expressdo do marcador CD1a na regido intratumoral (CAI I) em
CEC vulvar HPV independente. Estatiticamente significativo: p<0,05.
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Sobrevivéncia acumulativa
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Figura 13 - (A) Curva de sobrevida global associada a expressao do marcador CDla na regiao
intratumoral (CAI I) em CEC vulvar HPV associado. (B) Curva de sobrevida global associada a
expressdao do marcador CD56 na regido peritumoral (CAI P) em CEC vulvar HPV associado.

Estatisticamente significativo: p<0,05.
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Figura 14 - Curva de sobrevida livre de doenga associada a expressao do marcador CD1a na regidao
peritumoral (CAI P) em CEC vulvar HPV independente. Estatisticamente significativo: p<0,05.
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Sobrevivéncia acumulativa
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Figura 15 - (A) Curva de sobrevida livre de doenga associada a expressao do marcador CD1a na regido peritumoral (CAI P)
em CEC vulvar HPV independente; (B) Curva de sobrevida livre de doenga associada a expressdo do marcador S100 na
regido intratumoral (CAI I) em CEC vulvar HPV associado; (C) Curva de sobrevida livre de doenga associada a expressdo
do marcador PD-L1 na regido peritumoral (CAI P) em CEC vulvar HPV associado. Estatisticamente significativo: p<0,05.
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DISCUSSAO

De acordo com consenso, a idade média para o desenvolvimento do carcinoma
vulvar das vias CEC do tipo HPV independente esta entre os 55 a 85 anos '?%. Os resultados
do nosso grupo de pesquisa demonstraram nessa coorte, uma mediana etaria correspondente
a sétima década de vida, em consonancia com os demais estudos .

No CEC do tipo HPV associado, ¢ relatada na literatura uma média de idade ao
acometimento que varia entre 35 a 65 anos '*%; embora a nossa casuistica seja limitada pelo
nimero de pacientes, totalizando 19 pacientes nessa coorte, assim € possivel notar o
predominio de mulheres jovens, se comparado a outra coorte, o que vai de encontro com o
padrio estabelecido para essa via 127128,

Apesar da nossa casuista contemplar o maior nimero de casos na via de CEC HPV
independente, que tem como caracteristica mulheres mais velhas, observamos que esses
casos sao de pacientes com diagnosticos antigos em nossa institui¢cdo. Ja a via de CEC HPV
associado, nao obstante termos 19 casos, esses compdem diagnosticos mais recentes, 0 que
pode corroborar com a hipotese do crescimento de casos de carcinoma vulvar em mulheres
jovens, devido ao aumento do niimero de infec¢des por HPV '%°,

Em outros tipos de carcinoma, a faixa etaria mais jovem ¢ reconhecidamente o de
pior progndstico, a exemplo do carcinoma de mama '*°. Em oposi¢io a essa neoplasia, no
carcinoma vulvar HPV independente sdo as mulheres mais velhas que apresentam o pior
prognostico. Isso deve-se ao fato da via que acomete idades mais avangadas apresentarem
associacdes com fatores que agravam o curso da doenga, como mutagdes do gene p53,
inefetividade de acdo do sistema imunologico, doengas associadas como liquen escleroso,
além de fatores genéticos e processos inflamatoérios cronicos 41131132,

A idade, nesse caso, estd intrinsecamente relacionada a um fator muito importante,
o qual de fato ¢ considerado indicador de prognostico e um dos mais importantes em
neoplasias do trato anogenital: a crescente taxa de infeccdo por HPV. De todos as mulheres
expostas ao virus, apenas uma pequena fragcdo evoluird para uma infec¢do persistente e a
maioria dos que progridem apresentam genétipo de alto risco 133134,

Entre as variantes de alto risco, que detém maior capacidade de evoluir para cancer,
estdo HPVs 16 e o 18, responsaveis por aproximadamente 70% das neoplasias cervicais

invasivas de todo o mundo '*°>. Em nossa coorte foi observada que aproximadamente 84%

dos 19 casos estiveram relacionados aos gendtipos de alto risco, sendo os trés subtipos mais
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frequentes o 16, 18 e 33. Em uma revisdo sistematica e meta-andlise realizada por Faber et
al. ' para o CEC de vulva, os autores estimaram a prevaléncia do DNA do HPV e sua
distribuicdo de acordo com os genotipos mais frequentes. Nesse estudo, eles relataram que
a prevaléncia de HPV observada em carcinoma vulvar ¢é cerca de 40%. Além disso, eles
identificaram como subtipo predominante o HPV 16 (76,5%), seguidos pelos subtipos 33
(9,0%) e 18 (5,4%), sendo esses resultados semelhantes aos de meta-andlises publicados
anteriormente ¢ analogo aos nossos achados.

Quanto as outras neoplasias, como o cancer de colo do utero, areas anogenitais e
orofaringeos femininas e masculinas sdo usualmente motivadas pela presenca de HPV dos
tipos 16 ¢ 18 '3, evidenciando o papel significativo da infecgdo por HPV em diversas
doengas benignas e malignas.

As neoplasias que apresentam relacdo com o HPV constituem uma entidade
completamente distinta daquelas que ndo estao associadas a ele e, em diversos casos, essa

associacdo estd relacionada a um progndstico favoravel **, como carcinoma de cabeca e

138 139

pescogo 1?7, orofaringeal '*® e cervical

O fator que tem ampliado a crenca da atribuicdo dessa associacdo a um importante
marcador de prognéstico de sobrevida ¢ a heterogeneidade que esses tumores exibem.
Estudos constataram que em outras patologias malignas relacionadas ao HPV, essa
associagdo pode resultar em melhora da sobrevida '*°.

Os estudos descritos quanto a associacdo do HPV aos melhores prognosticos de
sobrevida estdo os tumores orofaringeos, com melhora da sobrevida global em 3 anos nos
pacientes que foram submetidos a terapia de quimioradiacio '*°. De modo similar, no
carcinoma anal a positividade para HPV esta relacionada com a melhor sobrevida global
141

No carcinoma peniano associado ao HPV de alto risco estiveram associados a
melhor sobrevida cancer especifica de cinco anos para 96% dos pacientes, em comparagao
a 82% para os casos HPV negativo. Além disso, nesse Gltimo caso uma anélise multivariada
indicou o status do HPV do tumor como um preditor independente de sobrevida '4>!4,

Em carcinoma vulvar, a infec¢ao por HPV ¢ sabidamente reconhecida como preditor

144

independente de melhor sobrevida Diversos mecanismos podem explicar essa

associacdo de neoplasias HPV positivas com melhor prognostico, uma vez que o status do

\

tumor pode determinar o perfil molecular do cancer, com influéncia direta na resposta a

terapia. Isso porque os tumores associados ao HPV exibem maior sensibilidade a

140,145

radioterapia, relatado também para neoplasias de cabeca e pescogo . Os fatores
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bioldgicos distintos podem estar envolvidos na melhor resposta a radioterapia, dentre eles,
o aumento da resposta imune mediada pelo agente viral 414,

Alguns autores sugerem que as vias dependente e independente de HPV podem
distinguir quanto ao tipo de infiltrado de células imunoldgicas e essa caracteristica tende a
acarretar diversos significados prognosticos. Dessa forma, a vigildncia imune local e as
respostas imunolodgicas que implicam no curso clinico dependem do status do HPV, que
podem alterar o microambiente tumoral e implicar em melhor ou pior prognostico 46,

Assim, o reconhecimento da identidade exata e das caracteristicas funcionais dos
infiltrados inflamatérios relacionados ao tumor é cada vez mais reconhecida 7,

O sistema imune apresenta diversos papéis, sendo em sua grande maioria complexos
e contraditérios ao longo da progressdo tumoral 47, H4 uma interacdo entre as células
imunologicas com os tumores ao longo do processo de desenvolvimento neoplasico e da
progressao para a metastase. Esse cruzamento complexo entre o sistema imune ¢ as c€lulas
tumorais podem inibir e favorecer o crescimento tumoral e hoje ¢ reconhecida como uma
“marca registrada do cancer” (do inglés, “Hallmark of cancer”) '

A relagdo entre a inflamacio cronica e o aumento da progressdo neoplasica 47
envolve que a resposta imunologica do hospedeiro, associada as transformacdes malignas,
desempenhe um importante papel no desfeche clinico da doenca. Nesse sentido, o estado
imunolégico pode contribuir para o desenvolvimento neoplasico, estando associando aos
fenotipos mais agressivos 4130,

A evidéncia mais clara de que o microambiente imunologico desregulado influencia
a tumorigénese ¢ o contexto de inflamacdes cronicas, o qual ha uma alta incidéncia de
transformagdo tumoral. O inicio da transformagdo surge a partir de respostas inflamatérias
mal sucedidas, em que diversas células do estroma se acumulam e perdem a fungdo de
homeostase, resultando em um ambiente pro-tumorigénico '>!. Além disso, em um estudo
de meta-analise os autores relataram que aproximadamente 15% das neoplasias foram
iniciadas a partir de infeccdes por agentes etiologicos como virus, bactérias e parasitas.
Essas infeccOes desencadearam inflamagdes cronicas que resultaram na transformacao
tumoral, apoiando a teoria da conexdao entre infeccdes, inflamagdes e transformacgao
neoplasica 2,

Durante o desenvolvimento tumoral, o0 microambiente inflamatorio cronico reduz a
resposta imunologica antitumoral, favorecendo o escape das células transformadas da

153-155

eliminagdo pelo sistema imune . Os mesmos mecanismos usados para escape

imunoldgico em doengas malignas humanas podem explicar discrepancias entre falhas e
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sucessos na imunoterapia !¢,

A relagdo causal entre o processo inflamatdrio, a imunidade inata e adquirida e
diferentes tipos de cancer ¢ vastamente demonstrada na literatura e apresenta um importante
papel na imunovigilancia '%7. Além disso, é sabido que o microambiente composto por
células imunes inatas locais ¢ capaz de influenciar respostas imunes inatas e desencadear o
processo de resposta adaptativas em neoplasias '>%.

A variedade de células imunitarias que se infiltram em células cancerosas durante
um evento neoplasico ¢ altamente heterogénea, variando nao somente entre os tipos
tumorais, como também quanto a sua localiza¢cdo em relagdo as células transformadas, ainda
que nos mesmos tipos tumorais '*°. A localiza¢do do infiltrado inflamatério, que pode estar
disposto ao redor das células neoplasicas (peritumoral) ou dentro delas (intratumoral) ¢é
considerado um fator de extrema importancia, uma vez que tem o potencial de determinar
a agressividade e o curso da doenga ',

Dessa forma, além da composicao celular, a localizacdo, a arquitetura, a articulacao
funcional do infiltrado inflamatorio e o contexto imunoldgico devem ser analisados a fim
de compreender seu significado. Assim, essas células podem contribuir através do
desenvolvimento de biomarcadores preditivos ou progndsticos precisos para otimizar o
beneficio do paciente, minimizar o risco de toxicidades e orientar as abordagens de
combinagio !61:162,

O mecanismo de evasdo imunoldgica acidentalmente se tornou uma oportunidade
para novas estratégias terapéuticas contra o cancer, utilizando as células imunes para
tratamento dessa condigdo. Como demonstrado por Hodi et al. '®*, Robert et al. '%* ¢ Gibney
et al. 1%, Ipilimumabe foi o primeiro anticorpo imunolégico que utilizou inibidor de pontos
de controle imunoldgico, conhecido como “imuno-checkpoint”, para tratamento de
pacientes com melanoma. Essa droga tem como principal alvo o linfécito citotoxico
antigeno-4 (CTLA-4), que atua impedindo a inibi¢do de células T e promovendo a ativacdo
e proliferacdo de efetores células T. Desde entdo, diversos ensaios clinicos estdo sendo
realizados em todo o mundo visando analisar a eficacia de outros inibidores de imuno-
checkpoints para monoterapia ou combinado com outras terapias 6.

Outros tipos de inibidores, como por exemplo PD-1 apresentaram resultados
promissores em melonoma e carcinoma pulmonar ndo pequenas células '7-1°, Pacientes
com carcinoma de mama triplo negativo apresentam resposta modera a PD-1 ', Um
aumento de 13 a 24% na taxa de resposta geral foi observado no carcinoma de bexiga

urotelial tratados com inibidores de PD-1 / PD-L1 "1,
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Dada a importancia das células imunoldgicas e sua localizagdo na resposta
antitumoral, no presente trabalho um dos nossos objetivos foi identificar as expressdes das
células imunes duas regides de interesse: peri e intratumoral.

Os resultados obtidos da analise dos marcadores de células inflamatorias CD68,
Granzima B, Perforina, S100 e PD-L1 a partir da imunohistoquimica, apontaram a maior
concentragdo de infiltrado de células esteve presente na regido peritumoral, tanto para CEC
HPV associado, quanto para independente. Para a populagio de CD56 de CEC HPV
independente observamos o mesmo padrao de expressdo apresentado pelas demais células.
No entanto, as CEC HPV associado, apresentaram maior concentragdo de infiltrado de
CD56 na regido intratumoral.

A outra excegdo quanto ao local de concentragdo das células imunes foi CD1a, que
apresentou o padrao contrario as demais marcagdes para os dois subtipos estudados: a maior
expressdo foi observada na regido intratumoral para o subtipo HPV associado e
independente.

A infiltragdo de células dendriticas imaturas CD1a reflete 0 mecanismo de defesa
do hospedeiro e esta associado com melhor prognoéstico, redugdo de recorréncia tumoral e

diminui¢do de metéastase !”>"'7*. Essa condigfio é observada em diversas neoplasias como de

177 178

mama 7, gastrico '7®, pancreético !”7, laringeal '7® e carcinoma papilar de tireoide !”°.

Para esses tumores, a infiltracio densa por CDla ¢é correlacionada com um
prognostico favoravel, sugerindo que essas células desempenhem um papel mediado por
células T em respostas antitumorais !”°.

No entanto, Nguyen et al. 180 demonstraram que o nimero de CDla encontra-se
reduzido no estroma de pacientes mais jovens com cancer orofaringeo dependente de HPV,
sugerindo uma modula¢do do microambiente tumoral induzida pelo virus. Em 2007, os
autores reportaram que em CEC de vulva ja era postulado a redu¢do no numero de CDla, o
qual atribuiram como uma das causas para a maior tendéncia a carcinogénese vulvar '3,

Ou seja, a infeccdo persistente pelo HPV induz a imunossupressio do
microambiente tumoral induzindo a carcinogénese a partir da redu¢do na concentragdo de
CD1a e de outras células inflamatdrias em lesdes precursoras de vulva %,

Nossos resultados mostraram que ndo houve discrepancia consideravel quanto a
expressao das células inflamatoérias entre dois subtipos de CEC. No entanto, a expressao de
perforina apresentou diferenca estatistica significativa em relacdo a mediana de seus

valores, com maior expressao em CEC HPV negativo tanto na regido peritumoral

(p=0,004), quanto intratumoral (p=0,021).
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Sabe-se que a perforina ¢ parte constituinte das células NK, que desempenham um
papel na resposta imune inata antiviral. Uma vez que as células NK expressam a perforina
com as demais partes constitutivas (interferon, granzima e perforina) formam um complexo
para iniciar a resposta imune antiviral '%°,

Todavia, ¢ sabido que o HPV evoluiu mecanismos de evasdo, o qual interfere na
resposta adaptativa, permitindo que o virus persista e progrida para uma neoplasia '8%!1%3, Os
pesquisadores Sheu et al. '8 demonstraram que a regula¢io negativa de perforina no
carcinoma cervical parece ser uma possivel via de escape imunologico, o que pode explicar
a diferenga de expressao significativa entre CEC HPV associado e independente em nosso
estudo, mediada pela agdo viral para evadir a resposta imune.

Além disso, Sznurkowski et al. '8¢

reportou que embora a imunidade inata represente
a primeira linha de defesa ao patogeno, grande parte das células tumorais humanas sao
resistentes a lise mediada por perforina, sendo raramente encontrados infiltrados
linfocitarios tumorais em carcinomas avancados.

No carcinoma pulmonar ndo pequenas células, por exemplo, a expressdo de
perforina foi significativamente diminuida em pacientes com menor tempo de sobrevida.
Em outras palavras, a expressao elevada de perforina mostrou ter uma correlagdo positiva
com a sobrevida de pacientes com carcinoma pulmonar avancado 7.

As expressoes das células inflamatorias para o HPV independente estdo dispostas
em figuras, evidenciando o padrido observado nas marca¢des obtidas por
imunohistoquimica.

Nessas figuras ¢ possivel notar que a maior concentracdo de células imunes estd ao
redor das células tumorais. O espago intratumoral apresenta pouca quantidade de infiltrado
e, em alguns casos, com intensidade fraca. Em todos os marcadores, exceto em CD56 HPV
associado, a diferenga de expressdo entre as regides peri ¢ intratumoral apresentaram
significancia estatistica (HPV independente: CD56 p=0,061; CD68 p=0,001; granzima B
p=0,002; perforina p=0,000; S100 p=0,001; CDla p=0,000 ¢ PD-L1 p=0,005; HPV
associado: CD56 p=0,856; CD68 p=0,010; granzima B p=0,001; perforina p=0,004; S100
p=0,003; CD1a p=0,001 ¢ PD-L1 p=0,010).

Por se tratar de um assunto vastamente explorado, ainda ndo ha um consenso acerca
do papel das células imunes na evolu¢do do cancer nas distintas localizagdes e tipos
tumorais; todavia, nossos resultados sugerem que a imunovigilancia na regido peritumoral
tende a impedir a progressao da doenca.

A presenga das células imunologicas nas regides peri e intratumoral estdo associadas
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favoravelmente as caracteristicas clinico-patologicas, bem como com melhor sobrevida nas
pacientes acometidas com a neoplasia.

De acordo com Jochems e Schlom !38

, a localizagdo do infiltrado de células
imunologicas ¢ considerado um fator de grande relevancia, uma vez que o microambiente
tumoral, ao atuar em diferentes localizagdes e esse fator pode influenciar o sistema
imunolégico a desempenhar seu papel na imunidade antitumoral ou na progressdo da
doenga.

Os marcadores de células inflamatérias investigados apresentaram correlagdo com
os dados clinico patologicos das pacientes. Em CEC HPV independente, a expressao fraca
de S100 na regido peritumoral demonstrou estar relacionada com a ocorréncia de metastase
linfonodal (p=0,008). Na regido intratumoral, a pouca infiltragdo desse tipo celular também
acarretou piores resultados clinicos como invasdao perineural (p=0,007), metastase
linfonodal (p=0,043) e associagdo com estadiamento FIGO III e IV (p=0,055).

A expressdo de S100 reflete a presenca de células dendriticas que, ao infiltrar
tumores, desencadeia o processo de ativagdo do mecanismo de defesa imunologica do
hospedeiro. As células dendriticas ao se infiltrar em regides neoplésicas iniciam a captura e
processamento dos antigenos liberados pelas células tumorais. Apos esse processo, ocorre
amigracao dessas células para o linfonodo, onde sugere-se que ocorra a ativagao da resposta
imune antitumoral '3,

Dessa forma, as células dendriticas desempenham uma fungdo importante na
regulacao das respostas imunes inatas e adaptativas. Ha diversos estudos na literatura que
sugerem que progressdo tumoral estaria associada a reducdo na expressdo de proteinas
dessas células, acarretando menores indices de sobrevida e pior prognostico em pacientes

com neoplasias. Esse desfecho clinico possivelmente seria consequéncia do déficit na

resposta imune ao tumor e deficiéncia de linfocitos T '°°, como observado em pacientes com

176,191 192,193

cancer de mama ! (Iwamoto et al. 2003), pancreatico 77, gastrico e colorretais
No entanto, o papel das células dendriticas ainda ¢ controverso acerca de sua
eficiéncia no controle da progressdo et al. Tumoral 194,
Ha relatos na literatura que indicam que a expressao desregulada de S100, mais
especificamente a regulacdo positiva, estd associada a progressao de diversos tipos tumorais
como mama, pulmdo e melanoma. Contudo, na pratica clinica tem apresentado diversas

aplicabilidades como: marcador diagnostico promissor, fator determinante de tratamento,

no monitoramento quanto a eficicia terapéutica e para prever o prognostico da doenga '+
197
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No que diz respeito ao prognostico de células S100 em outros tumores, Lee et al. '8
observaram uma correlagdo inversa entre a expressdao acentuada de S100 e o carcinoma
endometrial, concluindo que a infiltragdo dessas células pode ser adotada como marcador
patologico para esse tumor.

Outro estudo em neoplasia endometrial relatou que a infiltracdo de S100 parece ser
um fator de prognoéstico favoravel e que o maior numero dessas células caracteriza melhor
prognostico '*°. Outras neoplasias como colorretais, pulmonares e esofagicos também

demonstraram que a expressao aumentada de S100 se associaram a progndsticos favoraveis
200-202

Ainda em carcinoma endometrial, Honig et al. 2%

observaram que as amostras que
tinham expressao pobre de S100 pareciam se relacionar com estadios FIGO mais avangados.
Essas tltimas analises assemelham-se aos resultados obtidos nesse estudo para cancer de
vulva acerca da relagao entre a expressao do marcador e estadiamento.

Em concordancia aos nossos resultados quanto a expressao de S100 e a ocorréncia
de metastase, um estudo de carcinoma de mama demonstrou que a elevada expressao de

S100 pode atuar como marcador preditivo para metdstases nessa neoplasia, uma vez que a

baixa expressido relaciona-se com a ocorréncia desse evento 2°4. J4 para carcinoma de

205,206 207,208

pulmao e melanoma , a alta expressao do marcador esta relacionada a ocorréncia
de metéstase cerebral.

Quanto a infiltragdo de S100 e a ocorréncia de invasdo perineural, ainda ha escassez
de dados sobre a presenca do infiltrado celular associado a invasao perineural.

Isso porque o anticorpo S100 ¢ um imunomarcador adotado para detectar estruturas
em cuja composicao consta a proteina S100, a exemplo de células nervosas epiteliais ou
gliais, glandulas e melandcitos 2°2!°, Para esses casos, ha numerosos estudos reportando o
uso de S100 e classificando-o como marcador prognostico independente de invasao
perineural, inclusive para o carcinoma de vulva 2!!,

Entretanto, no nosso trabalho identificamos o perfil do infiltrado inflamatdrio apenas
com relagdo a invasdo. Assim, observamos um maior infiltrado na auséncia de invasao
profunda, sugerindo que em estadios mais avangados, essas células estdo pouco expressas
no tumor.

Em CEC HPV associado, S100 ndo mostrou associa¢do com caracteristicas clinico
patoldgicas, todavia a expressdo aumentada apresentou uma associagdo favoravel com a

sobrevida livre de doenca (p=0,057). A relacdo entre a expressao de S100 com a sobrevida

livre de doenga também ¢ pouco relatada na literatura para outras neoplasias. Para
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carcinoma de pulmdo ndo pequenas células, foi relatado uma relagdo favoravel com a
sobrevida global, com o aumento da expressao relacionado ao melhor indice de sobrevida
212

Em cancer de mama do tipo receptores de estrogénio positivo (ER+), os
pesquisadores Yen et al. 2** também concluiram que a alta expressio de S100 prevé uma
sobrevida global superior nesses pacientes. Por outro lado, em cancer de colon recidivado
no pos operatdrio, o aumento da expressao de S100 demonstra ter taxas de sobrevida global
significativamente inferiores aqueles que ndo apresentam superexpressio 2!>. O mesmo é
relatado para o melanoma, com elevadas expressdes indicando pior sobrevida global e livre
de doenca 207214215,

Via de regra, a expressio aumentada da proteina S100 estd relacionada as
caracteristicas negativas, como: pouca diferenciacdo tumoral, agressividade, relacdo com
estadios avangados e ocorréncia de metéstase. Para tanto, em grande parte dos casos, a
expressao de S100 ¢ considerada como pior prognostico para a sobrevida dos pacientes. Nao
obstante, estudos recentes tém mostrado que essa classificacdo de forma generalizada ¢
equivocada, visto que essas proteinas podem desempenhar papéis positivos e negativos 2'°.

No nosso trabalho, analisamos também expressao de CD1a, um marcador expresso
pelas células de Langerhans, que sdo células dendriticas imaturas derivadas da medula 6ssea
174 " As moléculas CD1 estdo envolvidas na ativagdo de células T e sdo as principais
responsaveis por vincular a imunidade inata a adaptativa. Devido a presenca das células
dendriticas ou células de Langerhans no epitélio, o sistema imunoldgico ¢ rapidamente
comunicado da ocorréncia de proliferagio neoplasica, especialmente em carcinomas !"+2!7,

A associagdo direta entre a densidade de CD1a e o resultado clinico ¢ observada em
diversos tipos tumorais, sugerindo uma possivel associacdo entre sua expressdo ¢ a
capacidade de apresentacao de moléculas associadas a tumores ao sistema imune. Assim,
CDla pode ter um papel importante na apresentacdo de antigenos tumorais ao sistema
imunologico. No entanto, esse mecanismo pode sofrer agdo das células tumorais através da
inibi¢do de sua expressdo com o intuito de induzir uma imunossupressao eficaz a resposta
antitumoral '%°.

Um estudo recente em carcinoma de células escamosas do 14bio inferior reportou
uma reducao do niamero de células CD1a comparado ao epitélio normal, sugerindo que esse
decréscimo na expressdo poderia representar uma etapa crucial para o desenvolvimento
tumoral '°.

Em nosso estudo, nds observamos que as células CD1 estavam localizadas no
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microambiente peri e intratumoral, sendo que ambas as regides apresentaram caracteristicas
de melhor progndstico para as duas vias estudadas. Essa infiltracdo ¢ sugestiva de
imugenicidade tumoral, uma vez que tumores que evadem ao sistema imune nao apresentam
caracteristicas inflamatoérias e, portanto, sao caracterizados pela pouca expressao de células
apresentadoras de antigenos e linfocitos >'®. Diversos fatores derivados do tumor podem
realizar o recrutamento das células dendritica ao ambiente tumoral, entretanto diversos
fatores derivados do tumor podem recrutar células dendriticas para o local do tumor, mas
subsequentemente podem impedir sua diferenciagcdo e maturagcdo em células apresentadoras
de antigeno funcionais 2'°.

Ao analisar o perfil de expressdo de CDla em relagdo as caracteristicas clinico-
patoldgicas, nossos resultados mostraram associagao significativa entre a alta expressao de
CDla e a auséncia de invasdo vascular + perineural na via de CEC HPV associado
(p=0,059). A invasdo perineural (PNI, do inglés perineural invasion) é encontrada em
diversos tumores malignos, sendo um indicio de metastase e invasdo, que pressagia o mal
curso da doenga ??°. Esse processo ocorre quando as células tumorais circundam ou invadem
camadas da bainha neural **!.

Em vérios tipos de cancer, a PNI tem conexao com o aumento da mortalidade, com
a recorréncia e piores resultados. Sugere-se que a PNI possa caracterizar um mecanismo de
recorréncia em tumores minima- e profundamente invasivos. Com isso, a presenca de PNI,
independente da profundidade de invasdo, remete o ao aumento no risco de recorréncia,
havendo a necessidade de se considerar essa caracteristica no planejamento do tratamento
211,021

Em carcinoma de vulva, Holthoff et al. ?!' sugeriram que o envolvimento neural
corresponde a uma fragao significativa de recorréncia local, contudo nao possui relagdo com
a ocorréncia de metastases regionais, tampouco com a profundidade de invasao. Nesse caso,
a PNI pode funcionar como um reservatério de células neoplasicas, o qual protege essas
células do reconhecimento imunolégico, permitindo o crescimento recorrente ou a
disseminagdo para locais proximos. A invasdo do espaco vascular parece desempenhar o
mesmo papel que a PNI para o carcinoma vulvar, posto que ¢ bastante relatado na literatura
sua relagdo com o risco de recorréncia, além de representar um fator independe de pior
sobrevida cancer especifica .

A associagdo entre invasdo vascular + perineural e a expressao de CD1a encontra
uma associacdo significativa entre esse marcador inflamatorio e outras caracteristicas

clinico-patologicas, o que indica que a auséncia de expressdo de CD1a provavelmente esta
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relacionada ao pior progndstico e progressdo da doenca em determinas neoplasias. A
melhora do desfecho clinico associado ao aumento na densidade de CD1a nas regides peri-
e intratumorais ¢ relatada em cancer de ovario, mama e carcinoma espinocelular de lingua
149,224-226

Jardim et al. '* encontraram o menor niimero de CD1a associado a ocorréncia de
metastase linfonodal, em consonancia com o achado de Goldman et al. ??’, para o carcinoma
de lingua. Essa mesma associagdo também foi observada em carcinoma de colon 2. E
sabido que a ocorréncia de metastase linfonodal ¢ um processo critico de progressao
tumoral, que pode determinar o curso da doenga, sendo considerado um dos fatores
prognésticos mais importantes em diversas neoplasias '*. Dessa forma, entende-se que os
dados reportados na literatura corroboram com os nossos de que a atuacdo de células
dendriticas CD1a estejam atuando na tentativa de impedir a progressao da doenca.

O impacto da expressdao de CD1a também foi notado para as sobrevidas. Os nossos
resultados mostraram que, para ambas as vias de CEC vulvar, o infiltrado inflamatorio mais
denso na regido peritumoral apresentou melhores taxas de sobrevida livre de doenga (SLD)
(via CEC HPV independente, p=0,045; via CEC HPV associado, p=0,008). De modo
similar aos nossos achados, em carcinoma de laringe e CEC oral, os autores observaram a
mesma correlagdo entre o infiltrado de CDla e sobrevida livre de doenga '7#!7%. No
carcinoma de células escamosas de lingua, NI et al. 2?® encontraram relagio nio somente
entre a alta expressdo de CD1a e a melhor diferenciagdo e estadios clinicos iniciais, como
também o aumento da sobrevida livre de doenca, sugerindo CD1a como potencial marcador
prognostico nesse tipo tumoral. No carcinoma de mama ndo houve associagdo significativa
entre a maior concentracio de CD1a e a sobrevida !7>%%,

Ainda se tratando da expressdo de CDla, nossos resultados evidenciaram que, em
para ambas as vias estudadas, houve uma associagdo negativa entre a alta a expressao do
marcador na regido intratumoral e a sobrevida global (para a via de HPV independente,
p=0,059; HPV associado, p=0,057).

De modo oposto, ao que foi observado para o infiltrado peritumoral, no qual as
células inflamatorias desempenhavam um papel antitumoral, a presenca das células na
regido intratumoral parece estar contribuindo para a progressao do tumor.

No que se refere ao papel da expressao intratumoral de CD1a em relagdo a sobrevida,
Sandel et al. 2*° reportaram em cancer colorretal um resultado similar ao que encontramos
para o carcinoma vulvar. Eles demonstraram que pacientes com expressao relativamente

alta de CD1a na margem de avanco do tumor apresentaram uma sobrevida livre de doenga
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menor. Além disso, eles observaram que as células dendriticas tinham locais de preferéncia
para infiltracdo na regido tumoral. Em carcinoma oral, a analise de infiltrado de CDla na
regido intratumoral ndo apresentou nenhuma associacgo significativa '7,

Ja em carcinoma de cabega e pescoco o elevado nimero de células dendriticas no
compartimento intratumoral foi associado a um prognostico melhor em termos de

231

recorréncia . A fungdo de CD1a € controversa em relagdo aos diferentes tipos tumorais e

localizacdo do infiltrado dessas células. Recentemente, Jiao et al. 232

sugeriram que as
expressoes de PD-L1 e PD-L2 podem influenciar as fungdes de CDla na regido
intratumoral, podendo acarretar a regulagdo negativa das respostas imunes antitumorais em
carcinoma cutineo.

Nossos resultados também demonstraram melhor prognéstico em relagdo a
expressdo do marcador perforina na via de CEC HPV associado. Os dados evidenciaram
que a elevada expressao desse marcador se relacionou a invasao da derme superficial e
média, enquanto a baixa expressao foi relacionada com invasdes mais profundas, a exemplo:
derme profunda e subcutanea, para as regides peri (p=0,013) e intratumoral (p=0,022).

O papel das perforinas ¢ absolutamente essencial para a fung¢do dos linfocitos T
citotoxicos (CTL, do inglés “cytotoxic T lymphocytes”) na homeostase imunoldgica do
hospedeiro >**. Isso ocorre porque os CTL e as células natural killer (NK) sio responsaveis
pela defesa do organismo contra células tumorais ou infectadas por virus 2*4. Nesse contexto,
as células NK e os linfocitos T citotdoxicos empregam a perforina, uma potente proteina que
atua formando um poro em membranas celulares que permite a passagem de granzimas para
o citoplasma de células-alvo 233, As funcdes sinérgicas de perforina e granzima induzem a
morte das células-alvo pela ruptura da membrana plasmatica e/ou pela indugdo da apotose
236

Devido a importancia dessa proteina, alteragdes em suas quantidades podem
acarretar consequéncias diretas na vigilancia imunologica tumoral em humanos. Estudos
recentes mostraram a expressdo de perforina pode ser adotada como um importante
biomarcador de progndstico. Em cancer de pulmdo em estadios avangados, a expressao
aumentada de perforina foi positivamente associada ao aumento de sobrevida '¥’. Em
linfoma ndo Hodgkin, foi observada menor sobrevida relacionada a diminui¢do na
expressao de perforina e granzima B, demonstrando que a resposta imune prejudicada foi o
responsavel pela piora na evolugdo da doenga 2**. KONTANI et al. 27 observou em seus
resultados que a perforina e granzima B podem atuar na supressdao de metastase de células

cancerosas para os linfonodos regionais, perdendo a capacidade de invadir os vasos
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linfaticos ou de se espalhar para os linfonodos regionais e, portanto, predizer o progndstico.
Os resultados desses estudos estdo em congruéncia com os nossos achados e ressaltam a
importancia do papel da perforina como agente antitumoral.

Ao analisar a expressao de CD56, nossos resultados mostraram que a alta marcagao
da proteina em questdo se correlacionou inversamente a sobrevida global em pacientes da
via de CEC HPV associado (p=0,043).

As células natural-killer (NK), sdo um importante componente do sistema
imunologico inato, definidas fenotipicamente por sua expressao de CD56. Possuem a
capacidade de lisar células-alvo sem a necessidade de sensibilizacdo prévia, uma vez que
produzem citocinas e quimiocinas imunorreguladoras que fazem varredura das células a
procura de marcadores de infec¢do, transformagdo e sinais de estresse celular. Quando
ativados, eles podem liberar instantaneamente granulos citotoxicos pré-formados
compostos por perforina e granzimas. Assim, possuem papel fundamental nas reacdes
imunoldgicas subsequentes a células infectadas ou cancerosas e recrutando as células do
sistema imunolégico adaptativo 238237,

Em um estudo anterior realizado em carcinoma vulva, Sznurkowski et al. '8¢
relataram que a alta intensidade de expressao de CD56 foi significativamente relacionada a
profundidade de invasdo e recorréncia. Nesse estudo, os pacientes em estadios mais
avancados apresentavam maior infiltracdo de CD56, sugerindo que as infiltragdes dessas
células coincidem com as formas mais agressivas da doen¢a. Ainda nesse estudo, os autores
ndo encontraram associagdo com a sobrevida. No entanto, o autor nao fez a separagdo entre
as vias estabelecidas para o CEC vulvar.

De forma semelhante, em um estudo recente de melanoma, os autores concluiram
com base uma andlise multivariada que a abundancia de células NK CD56 se
correlacionaram negativamente com a sobrevida global, da mesma forma que com
metéstases distantes 2*°. Para leucemia mieloide aguda, Alegretti et al. >*! sugeriram que a
expressdo de CD56 pode ser indicativo um fator de pior progndstico, uma vez que esta
associado a menor sobrevida global dos pacientes. Em carcinoma seroso de ovario, a
expressao de CD56 aumentou na mesma medida que o estadio do tumor. Além disso, analise
univariada os autores encontraram associa¢do da expressdo de CD56 com a disseminagao e
invasdo tumoral, traduzindo em relevancia progndstica 22,

Contrariamente a todos esses achados, Wagner et al. >** concluiram que a presenca
e a distribuicdo diferenciada de células NK citotoxicas parecem ter responsabilidade pela

melhor sobrevida atribuida a um subgrupo de pacientes, de maneira especial aos associados
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ao HPV, em um estudo de carcinoma celular de orofaringe.

Um marcador de células inflamatdrias que estd mais em evidéncia atualmente
devido a sua importancia na imunoterapia e que optamos por estuda-lo nas diferentes vias
de CEC vulvar ¢ o PD-L1. Essa proteina corresponde ao ligante de morte celular
programada (do inglés, “programmed death ligand -1”), considerada um co-inibidor da
resposta imune, o qual tem como receptor o PD-1 (do inglés, “Programmed death-1"). As
células tumorais t€ém diversas formas de suprimir a resposta imune a fim de resistir a
imunidade antitumoral. Um desses métodos ¢ através da modificagao da via PD-1/ PD-L1,
conhecido como “imune checkpoint”, que atua na inibi¢do de células T 2#4?43, Essa via pode
ter fungdes contraditorias uma vez que pode atuar no controle da ativagdo imunologica
excessiva, assim como parecer ser a forma com que os tumores escapam do sistema
imunologico. De tal modo, a ativacao dessa via pode promover a evasao a resposta imune e
o crescimento tumoral. A alternativa promissora para reversao da imunossupressao mediada
pelo tumor ¢ através do bloqueio da via PD-1/PD-L1 2%,

Geralmente PD-L1 ¢ expresso em condi¢des inflamatorias, além de ser expressos
em células tumorais como “mecanismo imune adaptativo” para evadir a resposta imune,
implicando na progressdao neoplasica. A inibicdo da expressao de PD-L1 através dos
inibidores de checkpoint imunoldgico suscita o restabelecimento da resposta imune
antitumoral e demonstrou aumentar a sobrevida global e livre de progressdo em neoplasias
epiteliais 24724,

Ainda assim, o valor progndstico de PD-L1 ¢ controverso. Sua expressao aparece
associada a resultados clinicos ruins em diversos tipos de cancer se expressos pelas células
tumorais, embora quando expressos no infiltrado inflamatério imune, se correlaciona com
melhor sobrevida 244230257,

Nossos resultados evidenciaram que, em CEC vulvar HPV associado, a expressao
aumentada de PD-L1 na regido peritumoral se correlacionou com a auséncia de invasao
perineural (p=0,056) e com o aumento na sobrevida livre de doenga (p=0,021). Esses
achados sdo similares ao encontrado por Sznurkowski et al. 2°® para o carcinoma de vulva,
o qual foi observado que a positividade de expressdo de PD-L1 de células imunes
peritumorais foi considerado um fator progndstico favoravel e independente para sobrevida
global em casos tratados cirurgicamente.

Em carcinoma de células escamosas de cabeca ¢ pescoco a elevada expressdo de
PD-L1 no infiltrado inflamatorio, ndo nas células tumorais foi associada a fatores

259

prognosticos favoraveis No carcinoma de células escamosas oral, a expressdo
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260 Para o carcinoma

aumentada de PD-L1 correlacionou-se a invasao vascular
espinocelular cutaneo de alto risco de cabeca e pescogo, a expressdo de PD-L1 em células
tumorais primarias, células imunitdrias primarias e células imunitdrias metastaticas foram

261 Quanto ao melanoma metastatico,

associadas ao aumento de sobrevida livre de doenga
a expressdo positiva de PD-L1 foi significativamente associada a sobrevida global
aumentada %%, J4 em carcinoma espinocelular hipofaringeo, a expressdo de PD-L1 ndo
apresentou associa¢do com progndstico 2%, Em carcinoma de mama triplo negativo, a
expressdo de PD-L1 em células imunes foi um fator de mau prognéstico 2%,

A literatura ¢ infindével quando se trata de PD-L1, uma vez que ha um interesse
quanto ao bloqueio da via PD-1 / PD-L1 para tratar tumores mais agressivos, o qual a
imunoterapia seria uma abordagem menos invasiva e confiavel. Assim, nossos resultados
sugerem que em CEC vulvar do tipo HPV associado, a presenc¢a do infiltrado inflamatorio
de PD-L1 na regido peritumoral ¢ indicativa de bom prognostico, uma vez que tem impacto
na sobrevida e caracteriza tumores com auséncia de invasdo perineural. Nossos resultados
sdo inéditos e podem contribuir para a adog@o de abordagens menos invasivas e que atendem
as expectativas quanto a eficacia e redugdo das limitagdes provenientes dos métodos padrdes
atualmente utilizados.

Por fim, nossos resultamos mostraram duas caracteristicas clinico-patoldgicas como
preditivas de menor sobrevida para o CEC HPV independente. Uma delas ¢ a invasdo do
espago vascular, o qual a presenga dessa caracteristica remete a uma menor taxa de
sobrevida global (p=0,025). A invasdo vascular ocorre quando as células neoplasicas
atingem os limens capilares do sistema de drenagem linfatico ou microvascular dentro do
tumor primario, muito encontrado na literatura com a denominagdo “linfovascular”. Essa

caracteristica foi amplamente estudada em outras neoplasias ginecoldgicas como cancer

1 265-270 1 271-276 7

endometria , cervica , ovario 2”7 e no vulvar 278280 Nesses estudos, a presenca
de invasao linfovascular esteve associada ao aumento do risco de disseminac¢ao da doenca,
especialmente metastase linfonodal, aumento da chance de recorréncia e redugdo da
sobrevida. Dessa forma, ¢ esperado que a invasao vascular tenha impacto negativo quando
presente, conforme observamos nesse estudo.

Ademais, nossos resultados evidenciaram impacto na sobrevida livre de doenca em
CEC de vulva HPV independente quando ha invasdo vascular + perineural (p=0,045).

Conforme discutimos anteriormente, a invasdo vascular ¢ um fator reconhecido de
mau curso da doencga. A invasdo perineural também ¢ um fator intrinsecamente relacionado

ao mau progndstico que pode ser definida como a presenga de células neoplasicas dentro de
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uma das trés camadas da bainha nervosa (endoneuro, perineuro e epineuro) ou de tumor
presente nas proximidades de um nervo e envolvendo pelo menos um tergo da
circunferéncia de sua circunferéncia 22!,

1. 28! reportaram recentemente em seu estudo que a invasio

O pesquisador Long et a
perineural se associou a uma sobrevida livre de doenga e global significativamente menores
em CEC vulvar tratados cirurgicamente. Holthoff et al. ?!' observou a invasio perineural
em CEC vulvar associada ao maior risco de recorréncia da doenga. Em carcinoma cervical,
os tempos de sobrevida global e livre de doenga foram menores em pacientes com invasao

perineural, sendo considerado fator de mau prognéstico 282, Além dessas, estio relacionadas

a desfechos clinicos desfavordveis e levado risco de recorréncia loco-regional em

283-285 287
9

carcinomas como: cabega € pescogo , cutneo de células escamosas 2%, prostata
pancredtico 2%, géstrico 2% e colon 2.

Os dados referentes a invasao perineural em carcinoma vulvar sdo escassos.
Entretanto, os que constam na literatura sugerem que a presenga dessa caracteristica esta
relacionada a um comportamento biolégico agressivo e demonstram que esse achado ¢
considerado uma variavel prognoéstica independente de risco de recorréncia e de morta em

3637211 Tnvasdes de grande extensdo foram associadas a risco elevado de

muitos casos

metastase linfonodal e morte, o que pode estar relacionado aos fatores de risco associados

291 Assim, nossos dados parecem de acordo com os achados que constam na literatura de

que a invasdo perineural, bem como a do espago vascular, parecem se relacionarem ao pior

prognoéstico € mau curso da doenca.
Em suma, os nossos principais achados nesse estudo foram:

e Com relagdo a expressdo dos marcadores, tanto para CEC HPV independente, quanto
para HPV associado, houve uma tendéncia de maior expressdo na regido peritumoral.
As excegodes foram para CD1a em ambas as vias, o qual apresentaram maior expressao
na regido intratumoral e CD56, que demonstrou maior infiltrado inflamatério na regido
intratumoral para CEC HPV associado;

e Perforina foi o unico marcador que apresentou diferenca significativa de expressao tanto
na regido intra, quanto peritumoral na via de HPV independente.

e Para as vias de CEC HPV independente ¢ HPV independente, todos os marcadores de
células inflamatodrias imunes apresentaram significancia estatistica no que se referente a
maior concentragdo dessas células entre as regides peri e intratumorais, exceto CD56.

e Pacientes de CEC HPV independente, os dados clinico patologicos apresentaram

associacdo estatistica com S100. A expressdo intensa desse marcador associou-se a:
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» aauséncia de invasdo perineural, quando expresso na regido intratumoral;
» auséncia de metastase linfonodal, quando expressos na regido intra- e
peritumoral;

» estadiamento FIGO I e II, quando aumentado na regido intratumoral.

e Pacientes de CEC HPV associado:
» a expressao aumentada de Perforina em ambas as regides (peri e intratumora)
apresentaram associagdo significativa com menor profundidade de invasdo
(derme superficial e média);
» amaior expressao de CD1a na regido peritumoral associou-se com a auséncia de
invasdo vascular + perineural;
» aexpressdo intensa de PD-L1 na regido peritumoral esteve correlacionada com

a auséncia de invasdo perineural.

e Em relagdo as sobrevidas associadas as caracteristicas clinico-patologicas:
» em CEC HPV independente, a presenca de invasdo vascular ¢ um fator de menor
sobrevida global;
» também para a via de CEC HPV independente, a presenca de invasdo vascular +
perineural ¢ um fato que determinante de menor sobrevida livre de doenca.

¢ Quanto a sobrevida em relagdo aos marcadores inflamatorios:

Para a via de CEC HPV independente:
» aalta expressdao de CD1a na regido intratumoral correlacionou-se negativamente
com a sobrevida global das pacientes;
» a expressao aumentada de CDla na regido peritumoral demonstrou estar

associada a uma melhor sobrevida livre de doenga.

Para a via de CEC HPV associado:
» a expressdo de CD56 intensa na regido peritumoral apresentou relacdo com
menores indices de sobrevida global;
> a alta expressao de S100 na regido intratumoral acarretou um aumento na
sobrevida livre de doenca;
» a expressao aumentada de CDla na regido intratumoral esteve relacionado a

menor sobrevida global;
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» amaior expressdao de CD1a no infiltrado inflamatorio peritumoral associou-se a
maior sobrevida livre de doenga;
» aintensa expressao de PD-L1 na regido peritumoral esteve correlacionada com

a maior taxa de sobrevida livre de doenca.
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CONCLUSOES

Esse estudo permitiu identificar as proteinas constituintes do infiltrado inflamatorio peri

¢ intratumoral no carcinoma vulvar HPV independente e HPV independente.

A invasdo vascular e a invasdo vascular + perineural demonstraram ser fatores

independentes de pior prognodstico em CEC HPV independente.

Os perfis de imunoexpressdo das células inflamatorias mostram desempenhar papéis
diferentes, com potenciais benéficos e maléficos, o qual se diferiram de acordo com a

via etiologica.

Ambeas as vias estiveram correlacionadas com caracteristicas clinico-patologicos € com

as sobrevidas.

A via de CEC HPV associado possui um infiltrado inflamatério sugestivo de melhor
prognodstico, visto suas diversas associagdes positivas com caracteristicas clinico-

patologicas favoraveis e sobrevida.

As diferencas observadas sugerem que abordagens imunoterapéuticas distintas devem

ser adotadas, levando-se em conta o status do HPV.

As células inflamatdrias estudadas podem servir de base para um tratamento inidividual
e direcionado, visando abordagens mais conservadoras e imuno-especificas. O
desenvolvimento de novas terapias que superem as desvantagens das terapias padrao

sdo extremamente necessarias para o carcinoma vulvar.
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Anexo 2 - Classificagdo morfoldgica das neoplasias vulvares segundo a Organizagdo Mundial
da Saude-OMS

NEOPLASIAS EPITELIAIS

Carcinomas escamosos e lesdes precursoras

Carcinoma escamoso, sem outra especificacio

Queratinizante

Nao-queratinizante

Basaloide

Condilomatoso (warty)

Verrucoso

Queratoacantoma-like

Variante com células gigantes

Outros

Carcinoma basocelular

Neoplasia intraepitelial escamosa

Neoplasia intraepitelial vulvar (VIN3)/carcinoma in situ

Lesdées epiteliais benignas

Neoplasias glandulares

Neoplasias de anexos cutdneos

NEOPLASIAS MELANOCITICAS
NEOPLASIAS DE TECIDOS MOLES
NEOPLASIAS HEMATOPOETICAS

MISCELANEA

NEOPLASIAS METASTATICAS

Fonte: Kurman RJ, Carcangiu ML, Herrington CS, Young RH. Tumors of the Female Reproductive Organs. WHO
Classification of Tumours, vol. 6 (Chapter 7, pp. 314-334). 4" Ed., IARC, Lion, 2014.




Anexo 3 - Estadiamento International Federation of Gynecology and Obstetrics-FIGO (2009)
para o carcinoma de vulva

Estadio

Caracteristicas clinicas

I

Tumor confinado a vulva e/ou perineo, linfonodos negativos:
Ia: lesdes com 2 cm ou menos confinados a vulva ou perineo com invasdo de estroma de

1 mm ou menos. (Carcinoma epidermoéide superficialmente invasivo/microinvasivo);

Ib: lesdes maiores que 2 cm ou com invasdo do estroma maior que 1 mm, confinadas a

vulva ou ao perineo; linfonodos negativos

11

Tumor com extensdo para estruturas perineais (1/3 inferior uretra, 1/3 inferior vagina,

anus) com qualquer tamanho e linfonodos negativos.

I

Tumor de qualquer tamanho com ou sem extensao para estruturas perineais
(1/3 inferior uretra; 1/3 inferior vagina, anus) e linfonodos inguino-femorais positivos:
IIIa (i) I metastase linfonodal (> 5Smm), ou

(i1) 1-2 metastases linfonodais (<5mm);

IIIb (i) 2 ou mais metastases linfonodais (> 5mm), ou

(i1) 3 ou mais metastases linfonodais (<Smm)

IIlc: Presenga de extravasamento capsular.

v

IVa: Tumor invadindo qualquer estrutura que se segue:
1) 2/3 superior de uretra 2/3 superior de vagina, mucosa vesical, mucosa
retal, fixo ao osso pélvico.

(i1) linfonodos inguino-femorais fixos ou ulcerados

IVb: qualquer metastase a distancia, incluindo linfonodos pélvicos

Fonte: Baiocchi G. Manual de Condutas em Ginecologia Oncolégica. 2010. Disponivel
<URL:http://www.accamargo.org.br/files/pdf/manual-de-condutas-ginecologia/manual-conduta-palm.pdf> [2015

mar 12].

cm



Anexo 4 - Patogénese dos carcinomas da vulva

Carcinoma vulvar tipo 1

Carcinoma vulvar tipo 2

queratinizante;
padrédo de infiltragdo predominante
compressivo;

desmoplasia variavel

Frequéncia 20-30% 70-80%
Idade (anos) Mediana 55 (35-65) Mediana 70 (55-85)
Prognéstico Dependente do estadio Dependente do estadio
Morfologia Carcinoma espinocelular ndo Carcinoma espinocelular

queratinizante;
padrédo de infiltragdo
predominante infiltrativo;

freqiiente desmoplasia

Imunohistoquimica para

proteina p16 e p14

Positiva

Negativa

Imunohistoquimica para

MIB1 (Ki67)

Expressao alta

Expressdo baixa

Vias patogenéticas

Via do HPV

Via TP53

Mecanismos patogenéticos

Infecgdo pelo HPV de alto risco;
Inativag@o da p53 pela oncoproteina
Eo;

Inativagdo da pRb pela oncoproteina
E7;

Auséncia de mutagdo em p53;
Auséncia de instabilidade de
microssatélites;

Auséncia de hipermetilagio de

MGMT e RASSF2A

Auséncia de infecgdo pelo HPV
de alto risco;

Inativacdo da p53 por mutacéo
ou mecanismos epigenéticos;
Sem instabilidade de
microssatélites;

Hipermetilagdo de MGMT e
RASSF2A

Fonte: Horn LC, et al

HPV-assoziierte verdnderungen an vulva und vagina.

Molekularpathologie. Pathologe 2011; 32: 467-75.

Morphologie
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Apéndice 1 - Reatividade e padrao de marcag@o dos anticorpos

Anticorpo Reatividade Padrio de marcacio
CD56 Células NK Membrana
CD68 Histidcitos Citoplasma

Granzima B Células citotoxicas Citoplasma

Perforina Células citotoxicas Citoplasma
S100 Células de Schwann Citoplasma/N
CDla Células de Langerhans Membrana
PDL-1 Células Linfoides B Membrana




